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5 (54) Bezeichnung: DESIGN VON BETA-FALTBLATT-PROTEINEN MIT SPEZIFISCHEN BINDUNGSEIGENSCHAFTEN 

(57) Abstract: The invention relates to novel beta-pleated sheet proteins with specific binding and catalytic properties. The invention 
also relates to a method for producing proteins of this type. 

O 

^ (57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung beschreibt neuartige Beta-Faltblatt-Proteine mit spezifischen Bindungsdgen- 
schaften und katalytischen Eigenschaften sowie Verfahren zur Herstellung diescr Proteine. 
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Design von Beta-Faltblatt-Proteinen mit spezifischen 
Bindungseigenschaften 



Die vorllegende Erflndung betrifft neuartlge Beta-Faltblatt-Proteine mit neuen oder 
veranderten spezifischen Bindungseigenschaften oder einer neuen oder verSnderten 
lotalytischen Aktivitat oder neuen oder veranderten Fluoreszenzeigenschaften sowie 
Verfahren zur Herstellung derartig modifizierter Proteine. 

Antikorper und deren Derivate warden in vielen Bereichen der humanen und veterinaren 
Therapie, Diagnostik sowie beim !\/lonitoring eingesetzt. Ein Problem be! der Nutzung der 
naturlich vorkommenden AntikOrper ist deren Herstellung. Nach wie vor erfolgt die 
Produktion der AntlkOrper Im tierischen Zellkultursystem, ein Verfahren, das sehr kosten- 
intensiv ist. Fur einige Anwendungen, wie z. B. die Herstellung von Fusionsproteinen oder 
ein Einsatz In der Therapie, der eine schnelle Blut-c/earance und gute Gewebepenetration 
notwendig macht, stellt die GrOlie der naturlich vorkommenden AntikOrpermolekule ein 
weiteres Problem dar (Colcher et al., 1998). Rekombinante AntikOrpermolekule, wie scFv's 
(Bird et al.. 1988), MiniantikOrper (Pack und Pluckthun. 1992) oder bispezifische Antikdrper 
(Holliger und Winter, 1993) sind grdfltenteils nur noch aus den antigenbindenden Domdnen 
der Antikorper (VH und VL) aufgebaut. Aufgrund ihrer erheblich verringerten Grdfie zeigen 
sie eine verbesserte Gewebepenetration und sind auch fur Fusionen mit anderen Proteinen 
besser als vollstandge Antikorper geeignet. Gegenuber diesen sind rekombinante 
AntikOrperfragmente allerdings oft instabifer. haben geringere Affinitaten, und sind aufgrund 
der auszubildenden Disulfidbrucken schwer rekombinant herzustellen. Methoden zur 
Stabilisierung und verbesserten Affinitat der rekombinanten Antikorperfragmente beinhalten 
u.a. dIeTestung verschiedener Linkerpeptide und die Einfuhrung von Disulfidverbruckungen 
(Glockshuber et al., 1990, Cumber et al.. 1992, BrInkmann, 1997). 



wo 01/04144 PCT/EPOO/06698 

2 

Die Sequenz und LSnge der Linkerpeptide kann sowohl die Stabllitat gegenuber Proteasen 
als auch die AffinitSt der Antikorperfragmente beeinflussen (Pantoliano et a!., 1991). Die 
Einfuhrung von zusStzllchen Disulfidverbruckungen in die konserviertenframeivor^-Regionen 
der variablen Domanen kann zu einer erhohten Resistenz gegenuber HItze (Young et aL. 
1995) und denaturierenden Agenzien, sowie zu verbesserten Ausbeuten bei heterologer 
Expression fuhren. Generell zeigen viele scFv's jedoch eine geringe Stabilitat und neigen 
bereits bei 37**C zur Aggregation. Die Instabilitat kann ebenfalls durch die VenA^endung der 
allgemeinen Fv-Fragment-Klonierungsprimer verursacht werden, durch die neue 
destabillsierende IVIutationen eingefOiirt werden kOnnen. Die Produktion der 
Antikorperfragmente Im bakteriellen System erfolgt melst durcfi Ausschleusen in den 
periplasmatischen Raum, wobei auch hier Optimierungen hinsichtlich des Redoxzustandes 
bzw. dergleichzeitigen Expression von Faltungshelfern mOglich sind. 

Es ist eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, neue Proteine bereltzustellen, die neue oder 
veranderte Bindungseigenschaften, beispielsweise antikOrperShnliche Eigenschaften. 
aufweisen, gleichzeitig jedoch die oben beschriebenen Nachteile volist^ndiger oder 
rekombinanter Antikorpermolekule nicht zeigen. 

Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung liegt darin, Proteine bereltzustellen, die 
neue oder verSnderte enzymatische bzw. katalytische Eigenschaften zeigen. 

Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung liegt in der Schaffung von Verfahren zur 
Bildung der oben genannten Proteine. 

Die oben genannten Aufgaben werden durch ein Protein mit den in Anspruch 1 
gekennzeichneten Merkmalen gelGst. Ein Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemaBen 
Proteine ergibt sich aus dem Anspruch 21. Bevorzugte Ausgestaltungen der Erfindung 
ergeben sich aus den Unteranspruchen und der nachfolgenden Beschreibung. 

Durch Veranderung der Oberfiache eines Beta-Faltblatt-Proteins werden neuartige. vorher 
nicht vorhandene Bindungseigenschaften im Protein erzeugt. Diese Bindungseigenschaften 
werden durch IVIutagenese eines Beta-Faitblatt-Bereiches geschaffen. Die neuartigen Beta- 
Fa Itblatt-Proteine sind trotz derc/e novo Bindungseigenschaften den Ausgangsproteinen in 
Struktur und StabilitSt ahnlich. Ausgangsproteine fOr das Design der neuartigen 
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Bindungsmolekule sind Proteine mit einer Oberwiegenden Beta-Faltblatt-Struktur. wie z. B. 
das Gamma-Kristallin, ein Strukturprotein der Augenlinse. Basierend auf der Kristallstruktur 
werden z.B. mittels Computeranalysen Bereiche und Aminosauren im Beta-Faltblatt der 
Ausgangsproteine ausgewShlt. die oberflachenexponiert und damit dem LOsungsmittel bzw. 
mOglichen Bindungspartnern zuganglich sind. In dem fur das Ausgangsprotein kodierenden 
Gen werden diese Bereiche bzw. Aminosaurepositionen mit gentechnischen IVlethoden 
mutagenisiert. Auf DNA-Ebene wird so eine Vielzahl an mutierten Genen (Bank Oder 
Bibllothek), die fur die unterschiedlichen Beta-Faltblatt-Protein-Mutanten kodieren, 
hergestellt. Die Isollerung von Mutanten mit neuartlgen, gewunschten 
Bindungseigenschaften erfolgt mit Hilfe eines geeigneten Selektionssystems, wie z. B. dem 
Phage D/sp/ay-System. Beim Phage Display wird die Gesamtheit der erstellten Protein- 
IVIutanten auf der Oberfiache von Bakteriophagen exponiert {Phage Dfep/ay-Bank). Diese 
rekombinanten Phagen werden hinsichtlich ihrer Bindung an die gewunschten Zielmolekule 
untersucht. Phagen, die auf ihrer Oberfiache Beta-Faltblatt-IVIutanten mit einer spezifischen 
Bindung zum Zielmolekul exponieren, werden durch wiederholtes Screening angereichert 
und isoliert. Gene, die fur bindende Beta-Faltblatt-Mutanten kodieren, werden von den 
Phagen erhalten und in einem geeigneten Expressionssystem, wie z, B.£. coli\ exprimiert. 
IVlit dem beschriebenen Verfahren gelingt es Oberraschenderweise, aus Beta-Faltblatt-Pro- 
teinen, welche keinerlei spezifische Bindungseigenschaften aufweisen, spezifischbindende 
Proteine herzustellen, wobel Mutanten mit der gewunschten Spezifitdt aus der Bibliothek 
durch Anwendung eines geeigneten Screeningverfahrens isoliert werden. In Abhangigkeit 
von den Eigenschaften des Ausgangsprotelns haben die mit dem beschriebenen System 
erstellten Beta-Faltblatt-Mutanten z.B. gegenOber AntikOrpem und rekombinanten 
AntikOrperfragmenten Vorteile hinsichtlich der GrORe, Stabilitat und funktioneil aktiver 
Produktion im heterologen, vorzugsweise bakteriellen System. Diese verbesserten 
Eigenschaften der neuartigen Beta-Faltblatt-Mutanten ermOglichen es, z.B. Antikorper, 
rekombinante AntikOrperfragmente Oder kataiytische Antikorper zu ersetzen sowie ganz 
neue Anwendungsbereiche zu erschliefien. 

Die erfindungsgemaRe L6sung beispielsweise der dargestellten Antikorperproblematik liegt 
im Design von Proteinen mit jeweils spezifischen Bindungseigenschaften, die eine hohe 
Stabilltat gegenuber gerlngen pH-Werten, denaturlerenden Agenzien und erhdhter 
Temperatur aufweisen, d. h. die Bedingungen standhalten. bei denen Antikorper instabil 
sind. Die Schaffung von Proteinen mit Beta-Faltblatt-Struktur mit antikOrperahn lichen 
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Bindungseigenschaften ist aber nur ein mOgliches Anwendungsgebiet der vorliegenden 
Erfindung. Weitere AnwendungsmOglichkeiten erschlieRen sich beispielswelse bei der 
Schaffung von Beta-Faltblatt-Proteinen mit neuen katalytischen Elgenschaften, z.B. 
Resistenzeigenschaften und fluoreszlerenden Eigenschaften. Ein Beispiel fur ein Protein, 
dessen fluoreszierende Eigenschaften verSnderbar sind, ist das GFP. Kleine Proteine mit 
einer naturllcherweise hohen StabilitSt sind fur das Design besonders geeignet. Durch 
VerSnderung ihrer Oberfiache wurden erfindungsgemSfi, unter Beibehaltung der Stabilitat, 
beispielhaft neue spezifische Bindungseigenschaften im Protein erzeugt. 

Erfindungsgemafi wurden als eine mdgliche Klasse stabiler Proteine beispielhaft Kristalline 
ausgewShlt. Kristalline, die Strukturproteine der Augenlinsen, unterliegen ubiicherweise 
keinem zelluldren ..turnover" und weisen demzufolge auch auf^erordentiiche Stabilitatseigen- 
schaften auf (Mandal et al.. 1987, Rudolph et a!., 1990). Gannma-Kristalline. eine Klasse der 
Kristalline bei Vertebraten, sind monomere Proteine mit einer Molekularmasse von etwa 22 
kDa. Das Hauptstrukturmotiv der Gamma-Kristalline ist das antiparallele Beta-Faltblatt 
(Hazes und Hoi, 1992, Richardson et al., 1992, Hemmingsen et al., 1994). Gamma- 
Kristalline bestehen aus zwei sehr ahnlichen globulSren Domanen, einer N- und einer C- 
terminalen Dom^ne, die miteinander durch ein V-formlges LInkerpeptid verbunden sind. Das 
fQr Gamma-Kristalline charakteristische Faltungsmuster (.,Greek-Key"-Motiv. Slingsby, 1985, 
Wistow und Piatigorsky. 1988) ist hOchstwahrscheinlich die Ursache fur die betrSchtliche 
Thermostabilitdt sowie die StabilitSt gegenuber Denaturierungsmittein (Mandal et al., 1987). 
Das Gamma-ll-Kristallin aus KSIberaugen ist ein 21 kDa-Protein mit fQr seine GrGfte unge- 
wOhnlich vielen (7) Cysteinen, die unter physiologischen Bedingungen reduziert vortiegen. 

Gamma-ll-Kristallin weist im normal gefalteten Zustand keinerlei Bindungseigenschaften auf. 
Die erfindungsgemSfie VerSnderung (Mutagenese) einer ausgewahlten, losungsmittelexpo- 
nierten Region dieses Proteins, die aus dem Strukturmotiv des Beta-Faltblattes besteht, 
fuhrte uberraschenderweise zur Verandemng der Oberfl^chenstruktur und dem La- 
dungsmuster des Proteins und somit zur Herstellung neuer Bindungseigenschaften. Dabei 
wurden nur Bereiche Oder Aminosaurepositionen ausgewShIt, die nicht maflgeblich an der 
Strukturerhaltung des Proteins beteiligt sind. Die Mutagenese eines kleinen Beta-Faltblatt- 
Proteins (Riddle et al.. 1997) hat gezeigt, dali Proteine trotz erheblicher Sequenzcinderungen 
zu einem hohen Prozentsatz korrekt die native Struktur des Beta-Faltblatts ausbllden 
kOnnen. 
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AnsStze zur Mutagenese von bestimmten Proteinbereichen mit dem Ziel der Isolierung von 
Molekulen mit verbesserten oder neuen Bindungseigenschaften existierten bereits fur 
rekombinante Antikorperfragmente (Nissim et al., 1994, de Kruif et al.. 1995), fur Proteine mit 
bereits vorhandenen BindungseigenscFiaften (Rezeptoren. Inhibitorproteine. DNA-bindende 
Proteine) sowie fOr peptide libraries (Cortese et al., 1995, Haaparanta und Huse 1995, 
McConell et al., 1996). Im Falle der AntikOrper werden nur die antigenbindenden Domanen, 
die a Is /oop-Regionen vorliegen, mutagenisiert. Dies ist ebenfalls fQr die meisten anderen 
Proteine, wie z. 8. Tendamistat (McConell und Hoess, 1995) oder Cytochrom b562 (Ku und 
Schultz, 1995), der Fall. Auch hier werden /oop-Regionen mutagenisiert. Beispiele fur 
Mutagenesen in alpha-Helices sind die Z-DomSne vom Protein A (Nord et al., 1997) und die 
Zinkfingerdomdne CP-1 (Choo und Klug, 1995). Bei den bisherigen Mutagenesen wurde 
lediglich die Spezifitat der Bindung verSndert, wobei immer von Proteinen mit bereits 
vorliandenen Bindungseigenscliaften ausgegangen wurde. In keinem Fall wurde ein Protein 
ohne Bindungseigenschaften verwendet, noch wurde ein Beta-Faltblatt-Strukturmotiv gezielt 
verandert. Bei dem hier beschriebeien Verfahren wurde erstmals an einem Protein ohne 
jegliche Bindungseigenschaften in dem starren Bereich des Beta-Faltblatts eine gezielte 
Mutagenese durchgefuhrt. Dadurch wurde unenA^arteterweise ein Protein mit erheblicher 
Stabilitdt und mit spezifischen Bindungseigenschaften, vergleichbar mit Antikorpermolekulen, 
erzeugt. 

Als geeignetes System fQr die Isolierung mutagenislerter Beta-Faltblatt- Proteine mit neu ent- 
standenen Bindungseigenschaften dient dasPhage D/sp/ay-System. Das System ermOglicht 
ein sehr effizientes Screening eines groRen Repertoires an Proteinvarianten auf spezifische 
Bindungseigenschaften (Smith, 1985). Dabei wird jeweils eine Proteinvariante auf der 
Oberflache eines filamentosen Phagen dargestellt und kann mit den Zielmolekulen, die an 
einer Festphase immobilisiert sind, in Wechselwirkung treten. An das Zielmolekul bindende 
Proteine kGnnen durch Elution der Phagen erhaiten werden. Nach Isolierung der Phagen- 
DNA kann die DNA-Sequenz der spezifisch bindenden Proteinvarianten bestimmt werden. 
Neben dem Phage D/sp/ay-System konnen auch andere Selektions-Systeme, wie z. B, das 
Bakterien-D/sp/ay (Stahl und Uhlen, 1997) oder das Ribosomen-D/sp/ay (Hanes et aL. 1997), 
Anwendung finden. 
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Mit der beschriebenen Erfindung gelingt es uberraschenderweise, beispielsweise das sehr 
stabile Beta-Faltblatt-Protein Gamma-ll-Kristallin durch gezielte ortsspezifische Mutagenese 
im Beta-Faltblatt an der OberflSche so zu verSndern. dafl aus dem nicht-bindenden Protein 
ein Protein mit spezifischen Bindungseigenschaften entsteht. Durch eine Randomisierung 
von acht Aminosaurepositionen erfolgt damit erstmals eine Mutagenese in einem 
Gerustmolekul innerhalb ehes relativ starren Bereich des Proteins. Somit wird aus dem 
Beta-Faltblatt-Protein Gamma-ll-Kristallin eine bezuglich ihrer spezifischen 
Bindungseigenschaften „antikdrperdhnliche" Proteins pezies hergestellt. Gamma-ll-Kristallin 
oderandere kleine, stabile Beta-Faltblatt-Protein e kdnnen mit dem beschriebenen Verfahren 
generell als neuartige Gerustmolekuie fGr das Design neuartiger Bindungseigenschaften 
verwendet werden. Die modeilierten Beta-Faltblatt-Proteine kGnnen z.B. rekombinante 
AntikOrper in verschiedenen Applikationen ersetzen. Aufgrund ihrer relativ geringen GrOfJe 
(20 kDa) eignen sie sich als Fusionspartner fOr andere funktionelle Proteine (l-lerstellung 
multifunktioneller Proteine). Weitere Einsatzmoglichkeiten liegen in der Gentherapie. wo sie 
als Module fur das zellspezifische Targeting der gentherapeutischen Vektoren Verwendung 
finden kOnnen. und in der intrazellul§ren Immunisierung. Weiterhin kdnnen Beta-Faltblatt- 
Mutanten mit katalytischen Eigenschaften in Anwendungsbereichen der Enzyme eingesetzt 
werden. Die Stabiiitat der neuartigen Bindungsproteine ermoglicht zudem Anwendungen, die 
derzeit mit rekombinanten AntikOrpem nicht durchfOhrbar sind. z. B. in der 
humanmedizinischen und veterindrmedizinschen Diagnostik und Therapie, der Biosensorik 
und der Bioseparation. Weitere Anwendungsgebiete sind aligemeln die Pharma- und 
Kosmetikindustrie sowie die Schadstoffanalyse und -beseitigung. 

Nachfolgend werden einige bevorzugte Ausgestaltungsformen der Erfindung beschrieben. 

Die erfindungsgemafi zur Mutagenese ausgewShlten Proteine mit Beta-Faltblatt-Struktur 
weisen entweder keine Bindungseigenschaften Oder keine katalytische bzw. enzymatische 
Aktivitat oder Fluoreszenzeigenschaften auf Oder eine solche Aktivitat, 
Fluoreszenzeigenschaften oder solche Bindungseigenschaften, dafS eine VerSnderung. 
insbesondere Verbesserung, wOnschenswert erscheint. 

Proteine mit Beta-Faltblatt-Struktur sind bekannt. Ein Beisplet fOr eine Proteinklasse mit 
Beta-Faltblatt sind die Kristalline, insbesondere die Alpha-, Beta- und Gammakristalline. 
Grundsdtzlich einsetzbar sind Kristalline aus alien TIerarten, beispielsweise aus Wirbeltieren, 
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Nagem, VGgeln und Fischen. Weitere Belspiele fur Proteine mit Beta-Faltblatt-Struktur, die 
erfindungsgemafi mutagenisierbar sind, sind: Spheruline, Hitzestreftproteine, 
Kaiteschockproteine, Beta-Helix-Proteine, Lipocaline, Certine Oder Transkriptionsfaktoren, 
Fibronectine, GFP, NGF, Tendamistat oder Lysozym. Erfindungsgemafi mutagenisiert 
werden z,B, einzelne Untereinheiten oder DomSnen dieser Proteine, bspw. der Kristalllne, 
mit Beta-Faltblatt-Struktur. 

Unter den Kristallinen ist besonders bevorzugt das Gannma-Kristallin zu nennen, von dem 
erfindungsgemdK beispielhaft gezeigt werden konnte, daf^ dessen Beta-Faltblatt-Struktur so 
abgeSndert, d.h. mutagenisiert werden kann, dafl neue spezlfische Bindungseigenschaften 
Oder neue katalytische Aktivitaten entstehen, die z.B. einem AntikSrpermolekul vergleichbar 
sind. Ein Beispiel fur ein Gamma-Kristallin ist das Gamma-ll-Kristallin. 

Beispiele fur Beta-Helix-Proteine finden sich u.a. in Jenkins J. et al., J. Struct. Biol. 1998, 122 
(1-2): 236-46. Pickersgill, R. et a!., J. Biol. Chem. 1998. 273 (38). 24600-4 und Raetz C.R. et 
al.. Science 1995, 270 (5238). 997-1000. 

Die Beta-Faltblatt-Struktur ist dadurch definlert, daft sie im wesentlichen plattenformig und 
fast vCllig gestreckt vorliegt. Im Gegensatz zu alpha-Helices, die aus einem kontinuierllchen 
Teil der Polypeptidkette gebildet werden, konnen Beta-Faltbl§tter aus verschiedenen 
Regionen der Polypeptidkette aufgebaut sein. Dadurch k5nnen in der Primarstruktur weiter 
auseinanderliegende Bereiche in unmittelbare Nahe gelangen. Ein Beta-Strang ist 
normalerweise 5-10 Aminosauren lang und liegt fast voHig gestreckt vor. Die Beta-Strange 
liegen so eng beieinander, dafi sich Wasserstoffbrucken zwischen der C=0-Gruppe des 
einen und der NH-Gruppe des anderen Strangs bzw. umgekehrt ausbilden. Beta-Faltbl3tter 
konnen aus mehreren Strangen aufgebaut sein und haben eine plattenfGrmige Struktur. 
Dabei liegt das C-alpha-Atom immer abwechseind uber oder unter der plattenformigen 
Ebene. Die Seitenketten der Aminosduren folgen diesem Muster und sind somit alternativ 
einmal nach oben und einmal nach unten gerichtet. Je nach Orientierung der Beta-Strange 
unterscheidet man parallele und antiparallele FaltblStter. Erfindungsgemafl kOnnen beide 
mutagenisiert und zur Herstellung der beanspruchten Proteine eingesetzt werden. 

Zur Mutagenese der Beta-Faltblatt-Struktur werden solche Beta-Faltblatt-Regionen im 
Protein ausgewdhlt. die oberfldchennah sind. Oberfldchenexponierte AminosSuren k5nnen 
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anhand der vorhandenen RCntgenkristallstruktur Identlfiziert werden. Liegt keine 
Kristallstruktur vor, so kann mittels Computeranalysen versucht werden, anhand der 
vorliegenden Prim^rstruktur oberflachenexponierte Beta-Faltblattbereiche und die 
Zug^nglichkeit einzelner Aminosclurepositionen vorherzusagen (www.embl- 
heidelberg.de/predictprotein/predictprotein.html) Oder die 3d-Proteinstruktur zu modellieren 
(www.expasy.ch/swissmo/SWISS-MODEL.html) und damit Aussagen uber m5glicherweise 
oberflachenexponierte AminosSuren zu gewlnnen. 

Es sind aber auch Mutagenesen im Beta-Faltblatt mOglich, bei denen eine zeitauiwendige 
Vorauswahl der zu mutagenlslerenden Aminosdurepositionen entfSllt. Diejenigen DNA- 
Berelche, die fur die Beta-Faltblatt-Strukturen kodieren, werden aus ihrer DNA-Umgebung 
isoliert. einer zufallsgesteuerten Mutagenisierung unterzogen und anschlieflend wieder in die 
fOr das Protein kodierende DNA. aus der sie zuvor entnommen wurden, integriert. Hieran 
schliefit sich ein Selektionsverfahren auf Mutanten mit den gewunschten 
Bindungseigenschaften und/oder katalytischen Eigenschaften und/oder Fluoreszenz- 
eigenschaften an. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erflndung werden. wie oben bereits ausgefOhrt, die 
oberflSchennahen Beta-Faltblatt-Reglonen ausgewdhit und innerhalb dieser ausgewdhlten 
Regionen die zu mutagenlslerenden AminosSurepositionen identifiziert. Diese so 
ausgewShlten AminosSurepositionen k5nnen dann auf DNA-Ebene entweder zielgerichtet 
mutagenisiert werden. d.h. ein fur eine bestimmte Aminosciure kodierendes Codon wird 
durch ein Codon ausgetauscht, das fur eine andere, vorher ausgewShlte spezifische 
Aminosaure kodiert, oder dieser Austausch erfolgt im Rahmen einer Random-IVIutagenese. 
wobei die auszutauschende Aminosaureposition festgelegt ist, nicht dagegen das fur die 
neue. noch unbestimmte AminosSure kodierende Codon. 

Oberflachenexponierte Aminosauren sInd dem umgebenden LGsungsmittel zuganglich. Bei 
einer ZugSnglichkeit der AminosSuren Im Protein von mehr als 8% im Verglelch zur 
ZugSnglichkeit der Aminosaure im Modelltripeptid Gly-X-Gly sprechen wir von 
oberfiachenexponlerten Aminosauren. Diese Proteinbereiche bzw. einzelne 
Aminosaurepositionen sInd auch bevorzugte Bindungsstellen fQr mdgliche Bindungspartner, 
auf welche erfindungsgemaii selektiert werden soil. Bel den Bindungspartnern kann es sich 
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beispielsweise urn Antigene Oder Substrate Oder Substrat-Obergangszustandsanaloga 
handeln. 

Erfindungsgemaft konnen praktisch alle Proteine mutagenisiert warden, die an der 
Oberfiache liegende, einem LOsungsmittel Oder einem Bindungspartner zugangliche Beta- 
Fa Itblatt-Strukturen zeigen. Hierbei kommen vorwiegend solche Proteine in Betracht. die 
besonders stabil sind, d.h. z. B. gegen Denaturierung resistent sind Oder ausreichend „kleln" 
sind. 

Unter „IVIutagenisierung" ist erfindungsgemafl die Verdnderung einer oder mehrerer 
oberflachenexponierter Aminosauren in der Polypeptidkette mit Beta-Fa Itblatt-Struktur zu 
verstehen. Hierunter fallen beispielsweise Aminosauresubstitutionen, wobei eine Aminosaure 
mit bestimmten Eigenschaften in Bezug auf ihre Polaritat, Ladung, LOslichkeit. 
Hydropliobizitat Oder Hydrophilizitat durch eine Annlnosaure mit einer anderen Eigenschafl 
ersetzt wird, beispielsweise also eine nicht polare hydrophobe Aminosaure durch eine polare 
Aminosaure, eine negativ geladene Aminosaure durch eine positiv geladene Aminosaure 
usw. Der Ausdruck „IV1utagenisierung" umfafit auch insertionen und Deletionen einer oder 
mehrerer AminosSuren. Voraussetzung dabei ist, daf^ die Mutationen oberfiachenexponierte 
Aminosauren in mindestens zwel oberfiachenexponlerten Beta-Strangen mindestens eines 
oberfiachenexponierten Beta-Faltblatts umfassen. Die Mutationen werden bevorzugt gezlelt 
an einzelnen Aminosaurepositionen im Beta-Faltblatt oder in ausgewahlten Bereichen des 
Beta-Faltblatts gesetzt. Die Mutagenisierungen kOnnen in einem Bereich oder In mehreren 
Bereichen der Beta-Faltblatt-Struktur vorliegen. Die Veranderungen kOnnen benachbarte 
Aminosauren Oder welter entfernt voneinander liegende Aminosauren im Beta-Faltblatt 
umfassen. Die Veranderungen konnen auch Aminosauren in verschiedenen Beta- 
Faltbiattern, also in mehr als einem Beta-Faltblatt, umfassen. Die Insertionen, Deletionen 
Oder Substitutionen von ein oder mehreren Aminosauren sind in mindestens zwei 
oberfiachenexponierten Beta-StrSngen mindestens eines oberfiachenexponierten Beta- 
Faltblatts lokalisiert. Dabei kfinnen in einem oberfiachenexponierten Beta-Strang ein oder 
mehrere Aminosauren substitulert. deletiert oder insertiert sein, d.h. ein 
oberflachenexponierter Beta-Strang kann mehrere Mutationen aufweisen, sofern mindestens 
zwei oberfiachenexponierte Beta-Strange mutiert sind. In einer weiteren Ausfuhrungsfonm 
sind mindestens zwei oberfiachenexponierte Beta-Faltbiatter in jeweils einem 
oberfiachenexponierten Beta-Strang mutagenisiert, d.h. Jeweils ein oberfiachenexponiertes 
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Beta-Faltblatt weist zumindest einen mutagenislerten oberflachenexponierten Beta-Strang 
auf. In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung sind die mutagenisierten 
oberflachenexponierten Beta-FaltblStter antiparallel angeordnet, wobei as sich bevorzugt um 
mindestens zwei antiparallel angeordnete Beta-Faltblatter handelt. 

Es ist erfindungsgemafl beisplelswelse bevorzugt, da(^ zwei oder drei oberflachenexponierte 
Beta-Strange mutagenlsiert sind. Es ist erflndungsgemdfi auch moglich, dad vier oder mehr 
oberflachenexponierte Beta-Strdnge mutgenlsiert sind. Weiterhin ist es mOglich, daf^ 
mindestens zwei Beta-Strdnge in mindestens zwei Beta-Faltbldttern mutagenlsiert sind, 
wobei eine Mutagenese von drei Beta-StrSngen in zwei antiparallelen Beta-Faltbiattern 
bevorzugt ist. 

In einer Ausfuhrungsform der Erfindung erfolgt die Mutagenese durch Assemblierung von 
DNA-Oligonukleotiden mit dem AminosSure-Codon NNK. SelbstverstSndlich sind auch 
andere Codons (Tripletts) einsetzbar. 

Die l^utationen sind so, dafi die Beta-Faltblatt-Struktur erhalten bleibt. Generell findet die 
IVIutagenese an der Au&enselte eines stabilen, an der OberfiSche des Protelnes exponierten 
Beta-Faltblatt-Bereiches statt. Sie umfaKt sowohl site-spezifische als auch zufallsgesteuerte 
Mutagenisierungen. Ortsspezifische Mutagenesen, die einen relatlv kleinen Bereich in der 
Primarstruktur umfassen (ca. 3-5 AminosSuren), k6nnen mit den kommerziell angebotenen 
Kits von Stratagene (QuickChange) oder Bio-Rad (Muta-Gene phagemid in vitro 
mutagenesis kit) durchgefuhrt werden (vgl. US-A-5.789.166; US-A-4,873,192). 

Bei grOfteren Bereichen einer ortsspezifischen Mutagenese mufi eine DNA-Kassette 
hergestellt werden, wobei der zu mutagenisierende Bereich durch Assemblierung von 
Oligonukleotiden, die die mutierten und die nicht veranderten Positionen enthalten, erhalten 
wird (Nord et al., 1997; McConell und Hoess, 1995). Zufallsgesteuerte Mutagenesen konnen 
durch Vermehrung der DNA in Mutator-StSmmen oder durch eine PCR-Amplifikation (error- 
prone-PCR) eingefQhrt werden (z.B. Pannekoek et al., 1993). Dabei wird eine Polymerase 
mit erhShter Fehlerrate verwendet. Um den Grad der eingefOhrten Mutagenese zu erhOhen, 
bzw. unterschiedliche Mutationen zu kombinieren, kOnnen die Mutationen in den PCR- 
Fragmenten mittels DNA shuffling (Stemmer, 1994) komblniert werden. Eine Obersicht Qber 
diese Mutagenesestrategien bei Enzymen bletet das Review von Kuchner und Amold 
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(1997). Urn diese zufallsgesteuerte Mutagenese in einem ausgewahlten DNA-Bereich 
durchzufuhren. mufi ebenfalls eine DNA-Kassette konstruiert werden, die fur die 
Mutagenese genutzt wird. 

Die im Mutageneseschritt erhaltenen DNA-Molekule werden in einem geeigneten 
Expressionssystem exprlmiert. Bevorzugt sind solche Expressionssysteme, die die 
nachfolgende Selektion und Isolierung von Mutanten mit den gewunschten 
Bindungseigenschaften und/oder der gewunschten katalytischen bzw. enzymatischen 
Aktivitat erieichtern. Derartige Expressionsvektoren und Expressionssysteme sind dem 
Fachmann bekannt und wurden bereits vorstehend ndher beschrieben. Es ist 
selbstverstSndlich mOglich, auch andere Expressionssysteme einzusetzen, die die 
erfindungsgemeif^e Selektion auf Mutanten mit spezifisclnen Eigenschaften bzw. Aktivitdten 
eriauben. 

Bevorzugt wird zur Expression und Selektion das Phage-display-System eingesetzt, bei dem 
die Gesamtheit der auf DNA-Niveau erstellten Mutanten in ein Phagemid kloniert und auf der 
Oberfiache von Phagen exprimiert wird. Bei Proteinen mit reduzierten Cysteinen kann in 
einer besonders bevorzugten Ausgestaltungsform der Erfindung zur Verbesserung der 
Exposition und Selektion der Mutanten GSH zugegeben werden. 

Die Erfindung erfaflt die mutagenisierten Proteine, DNA-Molekiile, hiervon abgeleitete RNA- 
MolekQIe und funktionelle Telle hiervon, welche fur ein Protein mit einer mutagenisierten 
Beta-Faltblatt-Struktur kodieren, das zu einer neuen Oder verSnderten Bindung an einen 
gewunschten Bindungspartner Oder zu einer neuen Oder veranderten katalytischen Aktivitat 
mit einem Substrat befahigt ist oder neue Oder veranderte Fluoreszenzeigenschaften 
aufweist. Der Ausdruck „funktionelle Teile" bezieht sich auf Untereinheiten, Domanen, und 
Epitope des Proteins mit Beta-Faltblatt-Struktur, die erfindungsgemafi mutagenisiert wurden 
und die die gewunschten Bindungseigenschaften und Aktivitaten besitzen bzw. hierfur 
mitverantwortlich sind. 



Die Selektion und Isolierung von Mutanten mit den gewunschten Bindungseigenschaften 
und/oder den gewOnschten katalytischen Aktivitaten und/oder Fluoreszenzeigenschaften 
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erfolgt in an sich bekannter Welse. Beispiele fur Selektionsverfahren und 
Isolierungsverfahren auf Mutanten mit neuen bzw, veranderten Bindungseigenschaften und 
neuen oder veranderten katalytischen Aktivlt^ten sind nachfolgend beschrleben: 

Bei der Selektion auf gewunschte Bindungseigenschaften werden die mutierten Proteine 
bzw. die funktlonellen Teile hiervon mit ihren Bindungspartnern In Kontakt gebracht. Durch 
geeignete Nachwelsverfahren werden Mutanten mit den gewGnschten Bindungseigen- 
schaften selektiert. 

Bei der Selektion auf katalytlsche Aktivitdt werden die mutierten Proteine Oder funktionelle 
Teile hiervon mit den Substraten in Verbindung gebracht und anschliefiend durch geeignete 
Nachweismethoden auf die gewunschte enzymatische Aktivitat selektiert. 

Eine Selektion auf katalytische Aktivitat kann in mehreren Ansatzen erfolgen: 

1. Phage Display: 

Kopplung von Obergangszustandsanaloga an eine Festphase und Selektion der 
Mutantenbank dagegen. Diese Substanzen sind Analoga zu Obergangszustdnden des 
Substrates, die normalerweise bei einem enzymatischen Umsatz eines Substrates zum 
Produkt entstehen (Substrat-Obergangszustandsprodukt). Dafur mud der Obergangszustand 
des Substrates allerdings aufgekl3rt sein. Es ist auch mOglich, ein Screening auf Bindung 
des Substrates durchzufQhren. 

2. ohne Phage Display: 

Klonierung der IVIutanten in ein bakterielles Expressionssystem und Ausplattieren der 
rekombinanten Bakterien zum Blldung von Einzelkolonien. Das mutierte Protein kann in den 
Bakterien durch Zugabe von Induktoren (z.B. IPTG) zum Nahrmedium exprimiert werden. 
Das Nahrmedium mufi weiterhin das Substrat enthalten, auf dessen Umsatz gescreent 
werden soli. Das Substrat mufl bei Umsatz ein identifizierbares, z.B. farbiges Produkt bilden. 
Die Bakterien, die eine Mutante exprimieren, die das Substrat im Ndhrmedium umsetzt. 
erhalten dadurch eine andere Farbe. Ein Beispiel ware das Screening auf Beta- 
Galactosidase-Aktivitat und der Umsatz von X-Gal (BlaufSrbung) (Zhang et al., 1997), 
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3. Dem Fachmann s!nd auch weitere Nachweisverfahren bekannt: 

Neben der Variante der Farbbildung konnten z.B. Proteinmutanten selektiert werden. die 
eine neue Resistenz vermittein (Zugabe von Antibiotika zum Nahrmedium) Oder die ein 
Wachstum auf minimalen Nahrmedien ermSglichen. auf denen das „normale" Bakterium 
nicht wachst. Hier kann der selektive Wachstumsvorteil der Bakterien mit der neuen 
Proteinmutante ausgenutzt werden (Crameri et al.. 1997). 

4. Expression und Sekretion der mutierten Protelne: 

z.B, in Bakterien, Gewinnung der OberstSnde und Priifung auf die gewunsclite. zu 
selektierende enzymatische Aktivitat (You und Arnold, 1996). Die vorliegende Erfindung lOst 
somit das Problem der Schaffung von Proteinen mit neuen Bindungseigenschaften Oder 
neuen katalytischen Eigenschaften dadurch. daB Proteine mit Beta- Fait blatt-Strukturen in 
diesem Strukturmotiv mutagenislert werden. Es wird auf seiche Proteine selektiert. die die 
gewunschten neuen oder veranderten, vorzugswelse verbesserten Bindungseigenschaften 
Oder die gewunschten neuen oder verSnderten, vorzugswelse verbesserten, enzymatischen 
bzw. katalytischen Aktivltaten besitzen. Durch das erfindungsgemafte System 1st es sogar 
moglich, Beta-Faltblatt-Proteine. die keine Bindungseigenschaften oder keine enzymatischen 
Eigenschaften besitzen, so zu verSndern, daB sie nach i\4utagenisierung Im Beta-Faltblatt 
Bindungseigenschaften oder katalytlsche Eigenschaften erhalten. 

Unter „Bindungselgenschaften" ist erfindungsgemali beispielsweise die spezifische Affinitat 
eines Antigens mit einem AntikSrper zu verstehen. Nach der erflndungsgemafi 
durchgefOhrten Mutagenese besitzt das Beta-Faltblatt-Protein damit antikGrperahnliche 
Eigenschaften und vereinigt in sich die Vorteile der hohen Bindungsspezlfitat eines 
Antikdrpers mit den vorteilhaften Stabilitatseigenschaften eines Beta-Faltblatt-Proteins. Die 
erfindungsgemafi hergestellten Beta-Faltblatt-Proteine mit antikOrperahnlichen 
Eigenschaften konnen auch eine katalytische Funktion besitzen. 

Der erfindungsgemafte Losungsvorschlag ermOglicht aber auch die Schaffung von Proteinen 
mit Beta-Faltblatt-Struktur mit neuen oder veranderten katalytischen Aktivitaten. Auch die 
Veranderung weiterer Proteineigenschaften, z.B. der fluoreszierenden Eigenschaften beim 
GFP. ware mOglich. 
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Unter VerSnderung der Bindungseigenschaften. der katalytischen Aktivitat Oder der 
Fluoreszenzeigenschaften ist erfindungsgemaB sowohl eine Verschlechterung als auch eine 
Verbesserung dieser Eigenschaften zu verstehen, wobei eine Verbesserung bevorzugt ist. 

Erfindungsgem^R wird unter .Protein mit einer neuen spezifischen Eigenschaff* Oder „mit 
einer neuen katalytischen Aktivitar ein Protein verstanden, welclies vorlier keine spezifische 
Bindungseigenschaft oder keine katalytische Aktivltdt besa(^ und durch die gezielte 
Mutagenisierung oberflSchenexponierter Aminosauren In mindestens zwei 
oberflachenexponierten Beta-Strangen mindestens eines oberfiachenexponlerten Beta- 
Faltblatts nunmehr eine spezifische Bindungseigenschaft oder eine katalytische AktlvltSt 
Oder eine Kombination aus beiden besitzt. Hierunter fallen aber auch Proteine, die bereits 
vor der Mutagenisierung eine spezifische Bindungseigenschaft oder eine katalytische 
Aktivitat aufwiesen und nach der l\/lutagenisierung im Beta-Faltblatt eine weitere. zusatzliche 
spezifische Bindungseigenschaft und/oder katalytische Aktivitat besitzen. Es ist 
selbstverstandlich auch mOglich, dad ein Protein mit einer spezifischen Bindungseigenschaft 
nunmehr eine katalytische Aktivitat aufweist oder umgekehrt. 

Von der Erflndung umfaBt werden weiterhin solche Proteine, die bereits eine spezifische 
Bindungseigenschaft und/oder eine enzymatische bzw. katalytische Aktivitat und/oder 
Fluoreszenzeigenschaften besitzen und die nach der Mutagenisierung oberflachen- 
exponierter AminosSuren in mindestens zwei oberflachenexponierten Beta-StrSngen eines 
Oder mehrerer oberfiachenexponierter Beta-Faltbiatter eine Verbesserung, allgemeiner 
ausgedruckt, eine Veranderung ihrer spezifischen Bindungseigenschaften und/oder ihrer 
katalytischen Aktivitat und/oder ihrer Fluoreszenzeigenschaften erhalten. 

Das erfindungsgemafie Verfahren und die hierdurch hergestellten Proteine unterscheiden 
sich auch insofem von Proteinen und Verfahren aus dem Stand der Technik. bei denen die 
Beta-Faltblatt-Stmktur durch Random-Mutagenisierungen verandert wurden, die nicht gezielt 
auf die Beta-Faltblatt-Struktur ausgerichtet waren, sondern auf das gesamte Protein und 
insbesondere nicht zielgerichtet auf oberfiachenexponierte Aminosauren in mindestens zwei 
oberflachenexponierten Beta-Strangen mindestens eines oberflachenexponierten Beta- 
Faltblatts gerichtet waren oder derartige oberfiachenexponierte Aminosauren betrafen. 
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In einer bevorzugten AusfQhrungsform der Erfindung, die nachfolgend beispielhaft 
beschrieben wird. wurde als ein Beispiel eines Proteins mit Beta-Faltblatt-Staiktur das 
Gamma-Kristallin als Ausgangspunkt fur die Mutagenese gewahlt. Hierbel wurden zun^chst 
durch Strukturuntersuchungen oberfi^chenexponierte AminosSurepositionen ausgewSfilt und 
durcii an sich bekannte Mutagenislerungsmethoden mutagenisiert. Die erhaltenen Mutanten 
wurden in einem geeigneten, ebenfalls bekannten Expressionssystenn exprimiert. Die 
Selektion richtete sich auf solche Mutanten, deren oberfldchenexponierte Aminosauren im 
Beta-Faltblatt des Gamma-Kristalllns eine spezifische BIndung an das Antigen BSA- 
Estradiol-17-Hemisuccinat zeigten. Es wurden zwar mehrere Mutanten mit der gewQnschten 
Bindungseigenschaft isoliert, allerdings trdgt nur eine die erwarteten AminosSureaustausche. 
Es wurde damit ein antikdrperdhnilches, nicht Immunglobulln-Molekul erhalten, welches auf 
dem Ausgangsprotein Gamma-Kristallin basiert. 

Durch das erfindungsgemafle Verfahren ist die Herstellung einer in der Tat riesigen Vielzahl 
von Mutanten mOglich. Bereits die Mutagenese von acht Aminosaurepositionen ermOglicht 
die Bildung von 2,6 x 10^° verschiedenen Proteinspezies. die auf die gewQnschten 
Bindungseigenschaften und katalytischen Aktivitaten hin untersucht werden kGnnen. 

Es wurde erfindungsgemaii weiterhin gezeigt, daft ein Protein mit Beta-Faltblattstruktur 
durch Mutagenese von oberflSchenexprimierten AminosSuren In seinen Fluoreszenzelgen- 
schaften verSndert werden kann. 

Die erhaltenen mutierten Gene kOnnen in geeigneten Systemen vermehrt und die Proteine 
exprimiert werden. Geeignete Expressionssysteme sind prokaryontische Oder 
eukaryontische Systeme. Die fur das mutierte Protein kodierende DNA wird beispielsweise in 
einen geeigneten Vektor, beispielsweise in einen Expressionsvektor, uberfuhrt und durch 
Transformation, Transfektion Oder Infektion in eine Wirtszelle eingebracht. Die Verbindung 
mit regulatorischen Sequenzen, die die Expression der heterologen mutierten DNA gezielt 
steuern. ist selbstverstandilch vorteilhaft. 

Als Wirtszelle kann eine hOhere Eukaryontenwirtszeile, beispielsweise eine S^ugerzelle, 
Oder eine niedere Eurkaryontenwirtszelle, beispielsweise eine Hefezelle, oder eine 
Prokaryontenzelle, beispielsweise eine Bakterienzelle, eingesetzt werden. Ein Beispiel fur 
eine mogliche bakterielle Wirtszelle ist E.coli Oder B.subtilis. Auch zellfreie 
Translationssysteme zur Herstellung der Proteine unter Verwendung von RNA, die sich von 
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der DNA der vorliegenden Erfindung ableitet, ist mOglich. Geeignete Klonierungs- und 
Expressionssysteme sind in verschiedenen Handbuchern zur Molekularblologie, 
Biotechnologie und Gentechnologie beschrieben. Beispiele hierfur sind Sambrook et al., 
1989 und Ausubel et al.. 1994. 

Die vorstehend allgemein dargestellte Erfindung wird nachfolgend anhand eines 
Ausfuhrungsbeispiels und der beiliegenden Zeichnungen n3her eridutert. Das Beispiel ist als 
eine mOgliche Form der Erfindung zu verstehen, und die Erfindung ist nicht auf diese 
besondere Ausgestaltung beschrankt. 



Die beiliegenden Abblldungen zeigen : 

Abb. 1 : Oligonukleotide fur die Assembllerung der Gamma-Kristallin-Mutanten. 

Abb. 2 : Schematische Darstellung der Ollgonukleotidassemblierung und nach- 

folgender PGR an Streptavidin beladenen Magnetic Beads (MB). Die mit X 
gekennzeichneten Steilen markieren die randomisierfen Aminosdure- 
positionen. 

Abb. 3 : Schematische Darstellung der Amplifizierung der nicht mutagenisierten 

Region des Gamma-il-Kristailins. 

Abb. 4 : Oligonukleotide fur die Amplifizierung der nicht mutagenisierten Region des 

Gamma-ll-Kristallins. 

Abb. 5 : Schematische Darstellung der pCANTAB 5E- Gamma-ll-Kristallin- 

Expressionskassette. g3-SS: Signalpeptidsequenz des Phag en proteins G3; E- 
Tag: 11 Aminosauren fQr den immunologischen Nachweis; fd Gen 3: minor 
coat Protein 3 des fllamentOsen Phagen Ml 3. 

Abb. 6 : Polyklonaler Phagen-ELISA mit angereicherten Phagen nach dem 3. Panning. 

Die Mikrotiterplatten wurden entweder mit dem Konjugat BSA-Beta-Estradiol 
17-Hemisuccinat Oder als Kontrolle nur mit BSA beschichtet. Nebenelnander 
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dargestellt ist die BIndung der Gamma-ll-Kristallin-Wildtyp-Phagen (GC-WT). 
der Phagen aus der Ausgangsbank (GCUC-1) und der durch wiederholtes 
Panning angereicherten Phagen (E-17 Phagen) an das jeweilige Antigen. 

Abb. 7 : Partielle DNA-Sequenz der BSA-EstradioI-17-Hemisuccinat bindenden 

Gamma-ll-Kristallin-Mutante 12A (Mu 12A) im Phagemid pGCKT 8-3 bzw. 
des Gamma-ll-Kristallin Wildtyps (WT) in pCANTAB 5E. Kursiv und 
unterstrichen sind die eingefOhrten Schnittorte Sfi I (5*) bzw. Bst Ell (3*) 
markiert. Fett gedruckt sind die Kodons der randomisierten 
Amin osS u repos itionen . 



Abb. 8 : Abgeleitete Aminosauresequenzen der BSA-Estradiol-17-Hemisuccinat bin- 

denden Gamma-ll-Kristallin-Mutante 12A (IVIu 12A) und des Gamma-ll- 
Kristallin Wildtyps (WT) nach Expression in den Phagemiden undAbspaltung 
des Signaipeptides. Die randomisierten Aminosaurepositionen sind fett und 
tatsachlich ausgetauschte AmInosSuren fett und unterstrichen gekennzeich- 
net. Durch den Sfi l-Schnittort N-termlnal zusStzlich eingefuhrten AminosSuren 
und die C-termlnale E-Tag-Fuslon sind kursiv und unterstrichen dargestellt. 

Abb. 9 : Sequenz der fOr die Klonierung von Mu 12A und Gamma-ll-Kristallin in den 
Vektor pET-20b verwendeten Primer. 

Abb. 10 : Abgeleitete Proteinsequenz der BSA-Estradiol-17 bindenden Mutante 12A und 
des Gamma-ll-Kristallins nach Expression in pET-20b. Die randomisierten 
Aminosaurepositionen sind fett und tatsachlich ausgetauschte Aminosauren 
fett und unterstrichen gekennzeichnet. Durch die Klonierung zus^tzlich 
eingefuhrte C-terminale Aminosauren einschliefilich der 6 Histidinreste sind 
kursiv und unterstrichen dargestellt. 



Abb. 11 : KonzentratlonsabhSngige Bindung der Mutante 12A an das Konjugat BSA- 
Beta-Estradiol 17-Hemlsuccinat. Untersucht wurde die Bindung der Mutante 
(12A) und des Gamma-ll-Kristallins (WT) an das Konjugat (BSA-Estr. 17) und 
als Kontrolle an BSA. 



wo 01/04144 



18 



PCT/EPOO/06698 



Abb. 12 : StabilitSt der Mutante 12A gegenOber dem Denaturierungsmittel Guanidin. 

Dargestellt sind die Emissionsmaxima nach Inkubation der gereinigten 
Proteine der Mutante 12A und des Gamma-ll-Krlstalllns mit verschiedenen 
Konzentrationen an Guanidin und nach verschiedenen Zeiten. 

Abb. 13: Fluoreszenzemissionsspektrum von Wildtyp Gamma-Kristallin und Mutante 
12A in 50mM Na-Phosphat, pH 6,5. Das Fluoreszenzsignal (Abb.13A) wurde 
be! einer Anregungswelleniange von 280 nm gemessen. Die 
Proteinkonzentration betrug 100 pg/ml. Abb. 13B zeigt die Absorptions- 
spektren der zur Fluorszenznnessung verwendeten Proteinproben. Die 
Absorption wurde in einer Kuvette mit 1 cm Schichtdicke bestimmt. 

BEISPIEL 

Herstellung einer Gamma-Kristallin-Mutante mit spezifischer BIndung an das Hormon 
Estradiol 

Das Design von neuartigen Beta-Faltblatt-Protelnen mit Antigenbindungseigenschaften wird 
anhand der Isolierung einer Mutante des bovinen Gamma-B-Kristallins (Gamma-ll), die 
spezifisch an das Hormon Estradiol bindet, gezeigt. Durch gezielte Veranderung von 
ausgewdhlten AminosSurepositionen eines oberfiachenexponierten Beta-Faltblattes wurde 
ein neuartiges, stabiles Protein mit Beta-Faltblattstruktur und spezifischen Bindungselgen- 
schaften hergestelit. Nach Auswahl der fOr eine Mutagenese geeigneten Region bzw. Amlno- 
sauren im Beta-Faltblatt erfolgt eine ortsspezifische Mutagenese auf DNA-Ebene, die Her- 
stellung einer Beta-Faltbiatt-Mutanten-Bank in einem Phagemid. welches die Expression und 
nachfolgende Selektlon auf neuartige BIndungselgenschaften der Mutanten im Phage 
D/sp/ay-System ermbglicht. Die isoiierte Mutante wurde hinsichtlich ihrer neuen Eigen- 
schaften mit dem Ausgangsprotein Gamma-ll-Kristallin verglichen. 

Auswahl einer geeigneten Region fiir die Mutagenese im Gamma-Kristallin 

Basierend auf der ROntgenstruktur des Gamma-ll-Kristallins (Wistow et aL, 1983) wurde die 
N-termlnale Domane des Gamma-ll-KrIstallins (Acc. Ml 6894) fQr eine Mutagenese ausge- 
wahlt. Insgesamt wurden dort acht Aminosduren identlfiziert, die eIn zusammenhangendes 
Oberfiachensegment ausbilden. Die ausgewahlten Aminosauren sind Bestandteil eines Beta- 
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Faitblatts und sollten nicht mafigeblich zur Strukturerhaltung beitragen. Es handelt sich urn 
Aminosaurepositlonen, die dem Losungsmittel und somit auch mOglichen Bindungspartnem 
zuganglich sind. Die acht Aminosauren Lys 2, Thr 4, Tyr 6, Cys 15, Glu 17, Ser 19, Arg 36 
und Asp 38 umfassen eine Flache von ca. 6.1% der GesamtoberflSche des Proteins. 

HersteUung eines DNA-Pools an mutierten Gamma-U-Kristaiiin-Genen 

Durch eine ortsspezifische Mutagenese wurden die acht Aminosaurepositionen nandomisiert. 
Damit kCnnen 2,6 x 10^^ verschiedene Protelnspezies gebildet werden. Der zu mutage- 
nisierende Bereich wurde auf DNA-Ebene durch Zusammenlagerung einzelner OHgo- 
nukleotide erhalten. Nachfolgend erfolgte die Klonierung in ein fur die Selektion \mPhage 
D/sp/ay-System konstruiertes Phagemid. 

OUgoassemblierung 

Fur die Mutagenese wurden 227 bp, die den 5'-Bereich der Gamma-Kristallin-Mutanten mit 
den acht randomisierten Aminosaurepositionen sowie geeignete Restriktionsschnittorte 
enthielten, an einer Festphase assembllert. Insgesamt wurden dafur 10 einzelne Oligo- 
nukleotide verwendet. wovon drei die randomisierten Aminosaurepositionen enthielten (Abb. 
1). An den 8 zu mutagenisierenden Positionen wurde bei der Primersynthese das 
Nukleotidgemisch NN{T/G) eingesetzt, wodurch theoretisch an einer Position 32 verschie- 
dene Kodons entstehen (vgl. Nord et al., 1997). Zu Beginn der Assemblierung wurden 
biotinylierte Oligonukleotide an mit Streptavldin beladene Magnetic Beads (MBs) der Firma 
Dynal (M-280) angelagert. Nach mehreren Anlagerungs-, Ligations- und Polymeraseschritten 
konnte der an der Festphase assemblierte Pool an mutagenisierten Regionen des Gamma- 
Kristallins durch PGR ampllfiziert werden (Abb. 2). Die ca. 250 bp langen PCR-Produkte 
enthielten 5* einen Sfi I- und 3' einen Bst Ell-Schnittort. 

Alle fur die Assemblierung verwendeten Oligonukleotide wurden auf eine Konzentration von 
100 pmol/jjl eingestellt. Zuerst wurden die Primer GCLIE1B und GCLIE2P assembiiert. Dafur 
wurden jeweils 4 ^Jl der Primer mit 36 pi Wasch- und Bindungspuffer (WB-Puffer: 1M NaCI, 
10 mM Tris-HCI pH 7.5, 1 mM EDTA) versetzt und fur 5 min bei 70''C inkubiert. Nach 
Vereinigung der beiden Primer und weiterer 5-minutlger Inkubation bei 70**C wurde das 
Primergemisch langsam auf Raumtemperatur abgekOhlt. 4 pi des GCLIE1B/GCLIE2P- 
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Primerhybrids wurden mit 56 pi WB-Puffer vermischt und zu 300 pg der Streptavldin- 
beladenen MBs, die zuvor mit Wasch- und Bindungspuffer gewaschen wurden. gegeben. 
Nach einer 15-minutigen Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte ein Waschen der MBs mit 
WB- und TE-Puffer (10 mM TrIs-HCI pH 7.5, 1 mM EDTA). Zu den mit dem 1. Primerhybrid 
gekoppelten MBs wird ein Primer-Bruckenfragment gegeben. welches wie foigt hergestellt 
wird: 4 pi des Primers GCLIB4P bzw. GCLi5P werden mit 36 pi 1 x Ligationspuffer der Fa. 
GIBCO BRL (50 mM Tris-HCI pH 7.6. 10 mM MgClz, 1 mM ATP. 1 mM DTT. 5% (w/v) Poly- 
ethylenglycol-6000) vermischt Nach einer 5-minQtigen Inkubation bei 70^*0 werden beide 
Ansatze verelnigt. weitere 5 min bei 70'C inkubiert und auf Raumtemperatur abgekuhlt. Zu 
dem Gemisch werden 4 pi GCLI3P und 16 pi 1 x Ligationspuffer, die zuvor wiederum fur 5 
min be! 70'*C inkubiert wurden. gegeben. Nach Zugabe von 12 units T4-DNA-Ligase (Fa. 
GIBCO BRL) und 8 pi 1 x Ligationspuffer wird der Reaktionsansatz fur 1 h be! Raumtem- 
peratur inkubiert. 12 pi dieses GCLiE3P/GCLIB4P/GCLI5P-Bruckenfragmentes werden mit 
54 pi 1 X Ligationspuffer sowie 6 units Ligase versetzt. zu den gewaschenen MBs, die das 
erete Primerhybrid enthalten, gegeben und fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der 
Ligationsreaktion werden die MBs zweimal mit TE-Puffer gewaschen und in 64 pi 1 x 
Ligationspuffer mit 8 pi Ligase aufgenommen. Die MBs werden dann mit 8 pi des assem- 
blierten Primergemisches GCLI6P/ GCLIB7P versetzt, deren Assembliemng zuvor analog 
der von GCLIB4P/GCLI5P erfolgte. Die Ligation wurde wiederum fOr 1 h bei Raumtempe- 
ratur durchgefuhrt. Nach einem zweimaligen Waschen der MBs In TE-Puffer werden 12 pi 
des 2. Bruckenfragmentes GCLIB8P/GCLIE9P/GCLIE10 zugegeben und fur 1 h ligiert. Die 
Herstellung des 2. Bruckenfragmentes erfolgt analog zum 1. Bruckenfragment, wobel 
GCLIE9P und GCLIE10 zuerst assembllert und im zweiten Schritt mit GCLI8P ligiert werden. 
Die MBs mit den Immobilisierten Primern werden danach wiederum mit TE-Puffer ge- 
waschen. Die nachfolgende DNA-Polymerase- und Ligasereaktion fulit die Lucken im 
Zweitstrang auf. Die MBs werden dafur fur 30 min bei 37*'C In dem folgenden Puffergemisch 
inkubiert: 52,5 pi H2O. 6 pi Puffer L Fa. Boehringer (100 mM Tris-HCI pH 7,5. 100 mM MgCIa, 
10 mM Dithioerythritol). 0.5 pi dNTP's (25 mM jedes dNTP) und 1 pi 2 units Klenow- 
Fragment (Fa. Boehringer). Die Ligationsreaktion schlielit sich nach zweimaligen Waschen 
der MBs mit TE-Puffer fur 1 h bei Raumtemperatur an. In einem 100 pl-Ansatz beflnden sich 
10 units Ligase. Nach einem zweimaligen Waschschritt mit TE-Puffer wird der nicht kovalent 
an die MBs gebundene DNA-Strang durch Behandlung mit 40 pi 0,1 M NaOH fOr 30 s 
entfernt und die MBs in 60 pi TE resuspendiert. Die PGR zur Amplifizierung der Bank wird 
mit den MBs als Template durchgefuhrt. Die PCR-Reaktion (50 pi) wird wie folgt angesetzt: 
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6|jl MBs, 5 |jl 10 X PCR-Reaktionspuffer der Fa. Stratagene (100 mM KCI, 100 mM 
{NH4)2S04. 200 mM Tris-HCI pH 8,75, 20 mM MgS04, 1% Triton X-100, 1 mg/ml BSA), 1 pi 
(2.5 units) Pfu-DNA Polymerase (Fa. Stratagene). 0.5 pi dNTP's (25 mM jedes dNTP). 0,35 
pi GCLIE1B, 0,35 pi GCLIA11B und 36,8 pi H2O. Die PGR erfolgte in 35 Zyklen mit einem 
Primer-Annealing bei SS'^C fur 1 min, einer Polymerasereaktion be! 72'*C fur 1,5 min, einer 
Denaturierung bei 95*'C fur 1 min und einer abschlieBenden Polymerase-Reaktion fur 5 min 
bei 72"C. 



HersteUung des Phagemids pGCKT 8-3 

Ausgehend von dem Phagemid pCANTAB 5E (PRAS-KIt der Fa. Pharmacia Biotech) wurde 
ein Phagemid-Derivat fur die Klonlerung der Gamma-ll-Kristallin-Mutanten-Bank konstruiert. 
Der gesamte 3*-Bereich des Gamma-ll-Kristallins (C-terminale Dom^ne) und der nicht- 
mutagenisierte 5'-Bereich wurden mittels PGR unter Verwendung des Plasmids pGI! (Mayr et 
al, 1994) als Template und der Primer GGFORNOT und GGBAGKSfiBst amplifiziert (Abb, 3, 
4). 

Die durch die Primer eingefuhrten Sfi I- (GGBAGKSfiBst) bzw. Not l-Schnittorte 
(GGFORNOT) emnOgiichen die Insertion des PGR-Produktes in das Phagemid pGANTAB 
5E. Mit dem Primer GGBAGKSfiBst wurde zusdtzllch ein Bst Ell-Schnittort In das Gamma- 
Kristallin-Gen integriert, der die Klonlerung der mutierten Gamma-Kristallin-DNA-Fragmente 
eriaubt. Die de novo-Einfuhrung des Schnittortes fOhrt nicht zu einer VerSnderung der 
Aminos3uresequenz Im Gamma-ll-Kristallin. Das PGR-Produkt wurde nach Sequenzierung 
als Sfi I/Not l-Fragment in das Sfi I/Not I geschnittene Phagemid pGANTAB 5E kloniert. Das 
so konstruierte Phagemid pGGKT8-3 war Ausgangspunkt ftir die HersteUung der Gamma-ll- 
Kristallin Phage Display-Bank, 

HersteUung der Gamma-Kristanin-Mutanten-Bank und Klonierung des Wildtyp- 
Gamma-ll-KristaUins 

Das Phagemid pGGKT 8-3 wurde mit den Restriktlonsenzymen Bst Ell und Sfi I geschnitten 
und einer Phosphatasebehandlung unterzogen {shrimps Phosphatase, Fa. USB). Die DNA 
wurde nach den einzelnen Spaltungen gelelektrophoretisch aufgetrennt, die gespaltenen 
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Vektor-Fraktionen ausgeschnitten und mittels Elektroelution aus den Agarosegelen isoliert. 
Vor jeder weiteren enzymatischen Behandlung erfolgte eine Phenol/Chloroform-Extraktion 
und eine FSIIung der DNA mit Glycogen. Der mittels PCR amplifizlerte DNA-Fragmentpool, 
der die mutierte Region des Gamma-ll-Kristallins enthielt. wurde mit den Restriktions- 
enzymen Sfi I und Bst Ell gespalten. Fur die Ligation der PCR-Produkte in das vorbereitete 
Phagemid pGCKT 8-3 wurden insgesamt 440 ng Phagemid und 110 ng PCR-Produkt 
eingesetzt. Die Ligationen erfolgten mit insgesamt 44 units T4-DNA-Ligase (Fa. GIBCO BRL) 
in 20 |jl-Ansdtzen be! IG^'C Uber Nacht Nach einer 20 mInGtigen Inaktlvlerung der Ligase be! 
70*C wurden die Ligationsreaktlonen fur 1 h durch Tropfendialyse entsalzt. Jewells 30 pi 
elektrokompetenterE. co//-TG 1-Zellen wurden mit je 15 pi der dialysierten Ligationen trans- 
fomnlert. Die Herstellung der elektrokompetenten Zellen und die Transformation erfolgten wie 
Im Manual des PRAS-Kit beschrieben. Die transformierten Zellen wurden auf den Glukose- 
und Ampicillin- (100 pg/ml) enthaltenden SOBAG-Platten (siehe Manual des PRAS-Kits, Fa. 
Pharmacia-Biotech) ausplattiert und bei SO^'C uber Nacht inkubiert. Die hergestellte Bank 
GCUC-1 umfafite 250.000 Originalklone. Die Klone wurden mit 2 x YT-Medium (siehe 
Manual der PRAS-Kits), welches 1% Glucose und 20% Glycerin enthielt. abgeschwemmt, 
aliquotiert und bei -80''C gelagert. Der Amplifikationsfaktor der Bank wurde mit 7x10® 
bestimmt. Der Anteil an rekomblnanten Klonen in der GCUC-1-Bank betrug 97%. Die 
Sequenzierung zufdilig ausgewahlter Klone ergab, daft an den randomisierten Amino- 
sSureposltionen Kodons mit der erwarteten Varianz eingesetzt wurden. Mittels Western-Blot- 
Analysen wurden in der Bank Expressionsraten von 30-60% nachgewlesen. 

Fur Kontrollexperlmente wurde die Gamma-ll-Kristallln-DNA wurde mit den Primem 
GCFORNOT (5* GAGTCATTCTGCGGCCGCATAAAAATCCATCACCCGTCTTAAAGAACC 
3') und GCBACKSFI (5* CATGCCATGACTCGCGGCCCAGCCGGCCATGGGGAAGAT 
CACI I I I lACGAGGAC 3*) und dem Plasmid pGll (Mayr et al., 1994) als template 
amplifiziert. Das sequenzierte PCR-Produkt wurde nach Spaltung mit den Restriktions- 
endonukleasen Not I und Sfi I in das ebenfalls Sfi I/Not I geschnittene Phagemid pCANTAB 
5E kloniert. 



Aufbau des Phage Displays und Seiektion aufneuartige Bindungseigenschaften 
Zur Selektion von Gamma-Kristallin-Mutanten auf Bindungseigenschaften wurde das 
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kommerziell erhSItliche Phage Dfep/aySystem PRAS der Fa. Pharmacia-Biotech verwendet. 
In dem verwendeten Phagemiden pCANTAB 5E (Wildtyp-Gamma-ll-Kristallin) und pGCKT 8- 
3 (Gamma-Kristallin-Mutanten) sind die Gamma-Kristalline N-terminal mit dem G3-Signal- 
peptid und C-tenninal mit einem E-Tag, der den immunologischen Nachweis der Proteine er- 
moglicht. fusioniert (Abb. 5). In Abh^ngigkelt vom verwendeten Bakterienstamm wird das 
dem E-Tag folgende amber Stop-Kodon entweder erkannt {E. coli-HB 2151) und die 
Gamma-Kristalline werden nach Abspaltung des SIgnalpeptldes Ins Periplasma sekretlert 
Oder Oberlesen (E. coliTG 1) und die Gamma-Kristalline werden als Fusion mit demminor 
coat Protein des filamentOsen Phagen M13 synthetlslert und nach Abspaltung des 
SIgnalpeptldes In der inneren Plasmamembran derE. co//-Zelle verankert. Nach Zugabe 
eines Helferphagen kOnnen rekomblnante Phagen gebildet werden. die auf ihrer OberflSche 
die Gamma-ll-KrIstallln-Varianten exponieren. 

Optimferung der Anzuchtbedingungen fur die GCUC-l-Bank und die Gamma-ll- 
Kristailin-WUdtyp-Phagen 

Unter den Im PRAS-Manual beschriebenen Anzuchtbedingungen wurden keine rekom- 
binanten Phagen erhalten» bei denen mittels Western-Blot-Ana lysen die erwarteten 
Fusionsproteine (Gamma-ll-Kristallln/ProteIn 3) nachgewlesen werden konnten. Erst durch 
Zugabe von reduzlertem Glutathion (GSH) wahrend der Phagenblldung wurde der Redox- 
zustand im Periplasma der Bakterienzelle verSndert und somit gunstlgere Bedingungen fur 
die Phagenassemblierung geschaffen. Bei Verwendung des Gamma-ll-KrIstallln-Klons 
konnten rekombinante, das Fuslonsprotein tragende Phagen nur bei Zugabe von GSH 
nachgewlesen werden. Mit steigender GSH-Konzentration stieg auch der Anteil der Gamma- 
ll-Kristallin-Phagen. Die optimale GSH-Konzentration wurde mit 8 mM bestimmt. Eine 
Ursache fur die schlechte Expression des Gamma-Kristallins auf der PhagenoberflSche ohne 
Zugabe von GSH k6nnte der hohe Anteil an reduzierten Cystelnen (7) im Gamma-Kristallin 
seln. Bei Eintritt des teilwelse entfalteten Gamma-Kristallins In das Periplasma k6nnte es 
unter den dort vorherrschenden oxidativen Bedingungen zur Misfaltung und Aggregatbildung 
durch DIsulfidbrQckenbildung kommen. Dadurch kOnnte auch die Phagenassemblierung 
unterdruckt werden. Bei VenA/endung von Protelnen mit reduzierten Cystelnen imPhage 
Display-System kann mOglicherweise generell durch Zugabe von GSH die Blldung rekom- 
binanter Phagen verbessert werden. 
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Selektionsprozea mil der GCUC1-Phagen Display-Bank 

Fur das Screening der GCUC-1-Bank wurde alle verwendeten GlasgerSte fur 4 h bei 200 ''C 
und Plastik-Material mit Helipur fur 1 h sterilisiert. Das Panning der GCUC-1-Bank erfolgte 
mit BSA-Beta-Estradiol 17-Hemisuccinat (Fa. Sigma) als Antigen. Fur das Panning wurden 
Mikrotlterplatten (Maxisorp Fa. NUNC) als Festphase verwendet. Die Strlngenz der Wasch- 
schritte wurde im Verlauf der 3 Pannlngrunden gesteigert. FQr die erste Anzucht wurden 100 
ml 2 X YT-Medium mit 2% Glukose und Ampicillin (100 pg/ml) mit 50 pi der GCUC-1 Bank 
inokuliert. Die Bakterien wuchsen bei 37*C und 300 rpm bis zu einer ODeocVon 0,4. In 10 ml 
dieser Bakterienkultur wurden 800 \i\ M13K07-Helferphage (1 x 10"pfu/ml. GIBCO BRL) 
gegeben. Es folgte eine Inkubation bei 37*'C fur 30 min ohne und fur weitere 30 min mit 
leichtem Schuttein (50 rpm). Das Bakterienpellet wurde durch Zentrifugation fur 20 min, 
1,500 rpm (Sorvall SS 34 Rotor) bei Raumtemperatur erhalten und in 100 ml 2 x YT-Medium 
mit 8 mM GSH, 100 pg/m! Ampicillin und 50 pg/ml Kanamycin aufgenommen. Die Bildung 
der rekombinanten Phagen erfolgte durch Obernacht-Kultivierung bei 30 ''C und 300 rpm. 
Der Uberstand mit den rekombinanten Phagen wurde durch eine zweimalige 15-minutige 
Zentrifugation bei 10.800 g und eine anschliefiende Filtration (PorengrOfte 0,45 pm) erhalten. 
Die Konzentrierung der Phagen erfolgte durch Zugabe von 1/5 PEG/NaCI-LOsung (20% 
PEG-8000, 2,5 M NaCI) zum Gberstand, einer einstundigen Inkubation auf Eis, sowie 
zweimaliger 30 minutiger Zentrifugation bei 4''C und 3.300 g. Das erhaltene Phagenpellet 
wurde in 4 ml PBS pH 7,2 suspendiert und restliche Zellbestandteile durch eine 
Zentrifugation (10 min, 11.600 g, Raumtemperatur) abgetrenntFOr den SelektionsprozeB 
(Panning) wurde 1 ml der konzentrierten Phagen mit 1 ml einer 6%igen BSA-L6sung (6 % 
BSA in PBS. pH 7,2) vermischt und fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Jeweils 100 pi 
der so behandelten Phagen wurden zu den wie folgt vorbereiteten. Antigen-beschichteten 
Mikrotiterplattenvertieftngen, gegeben. NUNC-Maxisorp-Mikrotiterplatten wurden uber Nacht 
mit dem Antigen BSA-Beta-Estradiol 17-Hemisuccinat beschichtet. Insgesamt wurden 10 
Vertiefungen mit Je 100 pi der AntigenWsung (100 pg/ml in PBS pH 7,6) versetzt. Die uber 
Nacht bei Raumtemperatur beschichteten Vertiefungen wurden dreimal mit PBS, pH 7,6 ge- 
waschen. Das AbsSttigen freier Bindungsstellen erfolgte durch Fullung der Vertiefungen mit 
einer 3%igen BSA/PBS, pH 7,2-L6sung fOr 2 h bei Raumtemperatur. Vor Zugabe der BSA- 
behandelten Phagen wurden die Vertiefungen zweimal mit einer PBS-LOsung (pH 7,2) 
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gewaschen. Das Panning erfolgte durch 30-minutiges leichtes Bewegen der Mikrotiterplatte 
(20 rpm) und eine nachfolgende 90-m(nQtige Inkubation ohne Schutteln bei Raumtemperatur. 
Unspezifisch gebundene Phagen wurden durch 10-maliges Waschen mit PBS, pH 7,2/0.1% 
Tween-20 und 10 maliges Waschen mit PBS. pH 7,2 entfernt. Bindende Phagen wurden 
durch Zugabe und 10-minutige Inkubation bei Raumtemperatur von jeweils 100 pi 100 mM 
Triethylamin (frisch hergestellt) pro Vertiefung eluiert. Eine Neutralisierung der basisch 
elulerten Phagen (1 ml) erfolgte durch Zugabe von 500 pi 1 M Tris-HCI pH 7,4. 750 pi dieser 
Phagen wurden fOr die Infektion von 9 ml, auf Minimalmedium-Platten angezogenen TG-1- 
Zellen mit einer ODeoo von 0,4-0,5 verwendet, DafOr wurden die Bakterien mit den Phagen 
fOr 30 min bei 37''C inkubiert. Besonders starke Binder, die durch die Triethylamin- 
Behandlung nicht von der Mikrotiterplatte entfernt wurden, konnten durch direkte Infektion 
von TG-1-Zellen gesichert warden. Dafur wurden jeweils 100 pi der angezogenen TG-1- 
Zellen zu den Vertiefungen gegeben. Nach einer 30-minutigen Inkubation bei 37^*0 wurden 
die infizierten TG-I -Zellen abgenommen und mit denen der Infektion mit den eluierten 
Phagen vereinigt. Die Infizierten Bakterien wurden auf 16x16 cm-SOBAG-Platten ausplattiert 
und uber Nacht bei 30°C inkubiert. Jeweils 1 pi der konzentrierten und eluierten Phagen 
wurde fur die TIter-Bestlmmung verwendet. Die erhaltenen Bakterienklone wurden mit 12,5 
ml 2 X YT, 20% Glycerin von den SOBAG-Platten abgeschwemmt. Das 2. und 3. Panning 
erfolgte analog zum ersten mit den folgenden Anderungen. Die erneute Phagenanzucht 
erfolgte mit 20 pi der abgeschwemmten Bank in 20 ml Medium. 2 ml der angezogenen 
Bakterienkultur wurden fOr die Infektion mit dem Helferphagen verwendet (Verhaltnis 
Bakterien/Phagen: 1/20). Das Waschen der Mikrotiterplatten erfolgte belm 2. Panning zuerst 
15 mal mit PBS/Tween-20 und dann 10-mal mit PBS und beim 3. Panning zuerst 20-mal mit 
PBSrrween-20 und dann 10-mal mit PBS. 



EUSA zur Oberprufung der Anreicherung und spezifischen Bindung 

Der Nachwels der Anreicherung spezifisch bindender Phagen an das Antigen erfolgte mit 
einem polyklonalen Phagen-ELISA. Neben den eluierten Phagen wurden Phagen der Aus- 
gangsbank GCUC-1 und des Wildtyp-Gamma-ll-Kristallins als Vergleich getestet. NUNC- 
Maxisorp-Platten wurden mit 100 pi BSA-Estradiol-17-Hemlsuccinat Oder BSA in einer 
Konzentratlon von 2 pg/ml PBS pH 7,6 uber Nacht be! Raumtemperatur beschichtet. Nach 3 
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maligem Waschen der Vertiefungen mit PBS, pH 7.6 erfolgte ein Blocking far 2 h bei 37**C 
mit 3% Trockenmilchpulver (Glucksklee)/PBS, pH 7,2 und nochmaliges (3 x) Waschen mit 
PBS. pH 7,6. Die nach der Phagenanzucht isolierten, nicht konzentrierten. rekombinanten 
Phagen warden zunSchst fur 1 h bei Raumtemperatur geblockt (1:1 Mischen mit 6%lgem 
Trockenmilchpulver (Marvel) / PBS pH 7,6, 100 jjl der geblockten Phagen wurden pro 
Vertiefung aufgetragen und fOr 1 h bei 37''C Inkubiert. Nach einem jeweils 3-maligen 
Waschen der Vertiefungen mit PBS/Tween-20 und PBS erfolgte eine Inkubatlon mit dem 
anti-M13-Antik6rper-POD-Konjugat (Fa. Pharmacia-Biotech, Verdunnung 1:5000 in 3% 
GIOcksklee/PBS) fur 1 h be! 37'C. Nach Waschen der Platten erfolgte der Nachweis des 
enzymgebundenen AntikOrpers mit 100 pi Immuno-Pure-TMB-Substrat (Fa. Pierce). Die 
Farbreaktion wurde durch Zugabe von 100 pi 2M H2SO4 abgestoppt und die Extinktion bei 
450 nm bestimmt. Das Ergebnis der Anreicherung von Phagen nach dem 3. Panning, die an 
das BSA-Estradiol-Konjugat binden. 1st in Abb. 6 dargestellt. 



IsoUerung und Charakterisierung von Einzelphagen mit spezifischer Bindung an das 
Konjugat 

Von den nach dem 3. Panning erhaltenen Bakterienklonen wurden 80 Einzelklone ausge- 
wahlt. Von den Klonen wurden Phagen isoliert und im monoklonalen Phagen-ELISA 
hinsichtlich Ihrer Antigenbindung einzein getestet. Die Anzucht von einzelnen Bakterien- 
klonen erfolgte In 100 pi 2 x YT-Medlum mit 2% Glukose und 100 pg/ml Amplcillin uber 
Nacht bei leichtem Schuttein (100 rpm) In Polypropyien-Mikrotlterplatten (Fa. NUNC). 2 p! 
dieser Bakterienkulturen wurden 1:100 in dem gleichen Medium verdunnt und be! 100 rpm 
bis zu einer ODsoovon 0,4 bei 37*'C kultiviert. Phagen wurden, wie fur den SelektionsprozeB 
beschrieben, erhalten. Fur die Phagenanzucht wurdendeep we//-PoIypropylen-Mikrotiterplat- 
ten der Fa. TECAN verwendet. Fur den ELISA wurden 200 pi des nach Zentrifugation 
erhaltenen Phagenuberstandes (nicht konzentriert) mit 40 pi 6xPBS/18% Marvel fur 1 h bei 
Raumtemperatur geblockt. Von den 80 getesteten Klonen zeigten 30 eine deutliche Bindung 
der rekombinanten Phagen an BSA-EstradioH7 und nicht an das parallel getestete BSA. 
Phagen mit dem Wildtyp-Gamma-ll-Kristallin zeigte in einem Kontrollexperiment keineriei 
Bindung an BSA-Estradiol-17. 14 ausgewShlte Binderwurden mit den IRD 800 markierten 
Primern pCANRILAB (5* CCATGATTACGCC-AAGCTTTGGAGCC 3*) und GCLISEQ (5' 
CTGAAAGTGCCGGTGTGTTGC 3') sequenziert. Die Sequenzierung ergab nur in einem Fall 
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eine Gamma-Kristallin-Variante (Mu 12AX die ausschlieftlich in den acht randomisierten 
Aminosaureposltionen mutiert war. Eine Reilie von Klonen zeigte Verschiebungen im 
Leserahmen, die zwar theoretisch fur ein funl<tioneIles Protein, allerdings nicht ausschlieftlich 
Veranderungen In der erwarteten Region des Gamma-Kristallins aufwiesen. Dieseframe 
sft/ff-Mutanten wurden nicht weiter verfolgt. 



Charakterisierung der Beta-Faltblatt-Mutante 12A 

Die Expression des Fusionsproteins Mu 12A-m/nor coat Protein 3 auf der OberflSche der 
rekombinanten Phagen sowie die Expression von Mu 12A in demE. co//-Stamm HB 2151 
wurde mittels Westem-BIot-Analysen unter Verwendung des Anti-G3P- bzw. des Anti-E-Tag- 
AntikGrpers (Fa. Pharmacia-Biotech) nachgewiesen. Die DNA-Sequenz der Mutante 12A Im 
Phagemid pGCKT 8-3 und des Gamma-ll-Kristallin-Wildtyps ist in Abb. 7 dargestellt. Die 
DNA-Sequenz beginnt mit dem Sfi l-Schnittort. der bereits im Ausgangsphagemid pCANTAB 
5E vorhanden ist. und endet Im Falle von pGCKT 8-3 mit dem in das Gamma-ll-Kristallingen 
neu eingefuhrten Bst Ell-Ort bzw. der ursprunglichen Sequenz im Falle des Gamma-ll- 
Kristallin-Wildtypgens. In Abb. 8 sind die daraus abgeleiteten Aminosauresequenzen 
dargestellt. Die Kodon-Randomislerung in AminosSureposltlon 36 fuhrt nicht zu einer 
Ver^nderung der Aminos§ure Arginin in dieser Position. Die Computer-Modellierung der 
Mutante 12A zeigt, dafi die Aminosaureaustausche nicht zu grofJen VerSnderungen In der 
Proteinstruktur im Vergleich zum Ausgangsprotein fuhren. Allerdings kommt es zu einer 
positiven Verschiebung der Nettoladung: 



Expression von Mu12Ain pET-lOb 

Fur eine ausfuhrliche Charakterisierung der Mutante 12A erfolgte eine Umklonlerung der 
DNA in das Plasmid pET-20b (Fa. Novagen). Das Plasmid ermOglicht eine hohe Expression 
der rekombinanten DNA in dem £ co//-Stamm BL 21 sowie eine leichte Reinigung der 
Fremdproteine. Gene werden hier ohne Signalpeptid mit einer C-terminalen Fusion von 6 
Histidinresten exprimiert. Die DNA der Mutante 12A und des Gamma-ll-Kristallin-Wildtyps 
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wurden mittels PCR unter Verwendung der entsprechenden Phagemid-DNA und der Primer 
GC 20bback12A/GC for 20b fur die Mutante 12A und GC 20bbackWT/GC for 20b fur den 
Wildtyp amplifiziert (Abb. 9). Die PCR-Fragmente wurden mit den Restriktionsendonukleasen 
Nde I und Bam HI gespalten und in den Nde 1/ Bam HI geschnittenen Vektor pET 20b 
kloniert. Die theoretische Aminosauresequenz der Mutante 12 A bzw. des Gamma-ll- 
Kristallins nach Expression in pET-20b in Abb. 10 dargestellt. Die ersten 10 N-termlnalen 
AmlnosSuren der Mutante 12 A wurde durch N-terminale Proteinsequenzlerung bestatigt. 



Anzucht und Reinigung der Mutante und des Wildtyps In pET-20b 

Fur genaue Untersuchungen der Bindungseigenschaften und der Stabilitat der Mutante wur- 
den grolie Mengen an Protein der Mutante 12A und des Wildtyps hergestellt. BL 21-Zellen 
wurden mit den Plasmiden pET-20b/Mu 12A bzw. pET-20b/Gamma-ll-Kristallin transformiert. 
Fur die Anzucht der Klone wurde eine Vorkultur 1:100 mit LB-Medium/100 (jg/ml Ampicillin 
verdunnt und die Kultur bei 37X bis zu einer ODeoo von 0,5 bei 200 rpm geschuttelt. Die 
Expression der Gamma-Kristalllne wurde durch Zugabe von IPTG (1 mM Endkonzentration) 
induzlert. Die weitere Kultivierung erfolgte Qber Nacht bei 30^*0 und 200 rpm. Die 
Bakterienzellen wurden durch Zentrifugation bei 6.000 rpm (Sorvall GS3 Rotor) fOr 10 
min geerntet. Das Zellpellet wurde in 30 ml 2 x PBS unter Zugabe von 150 \x\ 200 mM PMSF 
und 10 pi DNAse (Fa. Boehringer) suspendiert. Es erfolgte ein zweimaliger Zellaufschluss 
mit der Gaulinpresse bei 800-1000 PSIG. Der Oberstand mit den leslichen Protelnen wurde 
nach Zentrifugation der Zellsuspension fur 1 h bei 4*C und 20.000 rpm (Sorvall SS 34 Rotor) 
erhalten. Die Reinigung der mit 6 Histidinresten fusionierten Gamma-Kristalline erfolgte uber 
Afflnitatschromatographie bei 4'*C. 8 ml Ni-NTA wurden mit 50 ml 2 x PBS/10 
mM Imidazol aquilibriert, Der Oberstand mit den loslichen Protelnen wurde dann im Batch- 
Verfahren mit dem aquilibrierten Saulenmaterial uber Nacht auf einem Rollenschuttier 
langsam bewegt. Nach Umfullen der Suspension in eine Chromatographlesaule erfolgte ein 
Waschen mit 2 x PBS/10 mM lmidazol/300 mM NaCI. Die Elution des gebundenen Proteins 
erfolgte mit 2 x PBS/ 250 mM Imidazol. Dem eluierten Protelnen wurde DTT 
(Endkonzentration 10 mM) zigesetzt. AnschliefSend erfolgten 2 Dialyseschrltte bei 4**C fOr 
jeweils 8 h: 1. mit 100 mM Na-Phosphatpuffer pH 6,0/ 1 mM EDTA/1 mM DTT und 2. mit 10 
mM Na-Phosphatpuffer pH 6,0/ 1 mM EDTA. Der nach eIner abschlieRenden Zentrifugation 
(4X, 30 min. 20.000 rpm mit Sorvall SS 34 Rotor) erhaltene Oberstand enthielt das 
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gereinigte Protein (Mu 12A bzw. Gamma-ll-Kristallin), das fOr Bindungs- und Stabilltats- 
untersuchungen eingesetzt wurde. 

Fur die Testung der spezifischen Bindung der Mutante 12A an das Konjugat BSA-Estradiol- 
1 7-Hemisuccinat wurde ein ELISA durchgefuhrt, wobei steigende Konzentratlonen an gerei- 
nigtem Protein der Mutante 12A-Hls-Tag eingesetzt wurden. Als Kontrolle wurden steigende 
Mengen an Gamma-ll-Kristallin- Wildtyp (ebenfalls mit His-Tag) eingesetzt sowie die Bindung 
belder gereinlgter Proteine an BSA getestet. Der konzentratlonsabhSngige ELISA 
wurde mit NUNC-Tm-Platten durchgefOhrt. Die Antlgen-Beschichtung mit dem BSA- 
Estradiol-17-Hemisuccinat-Konjugat bzw. dem BSA erfolgte Qber Nacht bei Raum- 
temperatur. Die Beschichtung erfolgte mit jeweils 100 pi Antigen in einer Konzentration von 
20 pg/ml PBS pH 7.6. Nach Waschen (2 x PBS pH 7,6) und Blocken der Platten (3% 
Marvel/PBS fur 2 h bei 37^C) wurden jeweils 1-1 3 pi der Proteinstammlosung (Konzentration 
0,63 mg/ml) an gerehigter Mu 12A bzw. Gamma-ll-Kristallin in insgesamt 100 pi 
ReaktionslOsung (PBS, 3% Marvel, x pi Protein) gegeben und fur 2 h bei 37°C in den 
Vertiefungen inkubiert. Als sekundSre Antikorper wurden der Tetra His Antikorper der Fa. 
Qiagen in einer Verdiinnung von 1:3000 und der Antl-Maus-POD-AntikOrper (Fa. Sigma) in 
einer Verdunnung von 1:2000 eingesetzt. Die AntikOrper wurden mit einer 3%igen 
Marvel/PBS-Losung verdunnt, 100 pi zu den Vertiefungen gegeben und fur jeweils 1 h bei 
37^*0 inkubiert. Die Substratreaktion erfolgte wie fur den polyklonalen Phagen-ELISA 
beschrleben. Das Ergebnis dieses ELISA in Abb. 11 zeigt deutlich, dali nur mit stelgenden 
Konzentratlonen der Mutante 12A steigende Extinktionen gemessen werden. Keinerlel 
Anstieg wurde mit dem Gamma-ll-Kristallin festgestellt Ebenfalls wurde keine Reaktion mit 
BSA beobachtet. Damit ist die spezifische Bindung der Mutante 12A im Vergleich zum 
Ausgangsprotein gezeigt. 

Fur die Untersuchungen zur StabilitSt wurden Guanidin-Denaturierungskurven der Mutante 
12 A sowie des Gamma-ll-Kristallins aufgenommen. Dazu wurden die gereinigten Proteine in 
einer Endkonzentration von 20 pg/ml mit steigenden Konzentratlonen an Guanidinium fur 
einen und fur drel Tage bei 20*C inkubiert, Insgesamt wurden 15 Guanidiniumkonzen 
trationen im Bereich von 0 - 5,5 M in einer 1 mM DTT/0,1 M Na-Phosphat-Puffer pH 6.0- 
L6sung eingestellt. Von jedem Ansatz wurde nach einem bzw. drei Tagen ein Fluoreszenz- 
Emisssions-Spektrum von 300-400 nm aufgenommen. Die Anregungswelleniange betrug 
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280 nm. In Abb. 12 sind die festgestellten Emissionsmaxima gegen die Guanidiniumkonzen- 
trationen abgetragen. Die Stabilitat des Gamma-ll-Kristallins ist sowohl bei einem als auch 
bei drei Tagen hdher als die der Mutante 12A. Im Vergleich zu AntikOrpermoiekQIen weist die 
Mutante 12A jedoch eine vie! hohere StabiiitSt auf. 

Verdnderung der Fluoreszenzeigenschaften von Mutante 12A 

Um zu prQfen, ob die Mutante 12A gegenuber dem Wildtypprotein verSnderte Fluoreszenz- 
eigenschaften besltzt, wurden Fluoreszenzspektren aufgenommen. Dazu wurden jewells 100 
pg/ml vom Wildtypprotein bzw. der Mutante 12A (in 50 mM Na-Phosphat, pH 6,0) bei 280 nm 
angeregt und die Fluoreszenz in einem WellenlSngenbereich von 300 und 400 nm in einer 
Kuvette mit 1 cm Schichtdicke vermessen. Die Spaltbreite betrug sowohl fur die Anregung 
als auch fur die Emission 5 nm. 

Das detektierte Fluorszenzsignal wies sowohl fur den Wildtyp als auch fur die Mutante 12A 
ein Maximum bei 329 nm auf. Jedoch war die Fluoreszenzintenslt^t bei der Mutante 12A, mit 
nur 86% SignalintensitSt, deutlich geringer verglichen mit dem Gamma-Kristallin Wildtyp 
(100%) (s. Abb 13A). 

Die Gesamtanzahl der Fluorophore sind in Mutante 12A und Wildtyp identisch. Jedoch 
bewirken die SequenzverSnderungen in der Mutante (Y -> K an Position 8 und C -> Y an 
Position 15) eine Anderung des Fluoreszenzsignals. Die Differenz In der 
Fluoreszenzintensitat kann darauf zuruckgefuhrt werden, daft der Tyroslnrest in Position 8 
bzw. 15 verschledene Fluoreszenzeigenschaften aufweist. 
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patentansprOche 



1 . Protein mit Beta-Fa I tblatt-Stnjktur, 
dadurch gekennzeichet, dali 

oberfiachenexponierte AminosSuren in mindestens zwei oberflflchenexpo- 
nierten |3-Strangen nnindestens eines oberflSchenexponierten Beta-Faltblatts 
gezlelt derail mutagenisiert sind, dali das Protein neue Oder verflnderte 
spezifische Bindungseigenscliaften oder eine neue Oder veranderte kataly- 
tische Aktivitst Oder neue oder veranderte Fluoreszenzeigenschaften aufweist. 

2. Protein nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, dali 

es zur Gmppe der Kristalline, Spheruline, Hitzestreliproteine, Kalteschock- 
proteine, p-Helix-Proteine, Lipocaline, Certine, Fibronectine oder Transkrip- 
tionsfaktoren gehOrt oder GFP, NGF, Tendamistat oder Lysozym ist. 

3. Protein nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dali drei oberfiachenexponierte Beta-StrSnge mutagenisiert sind. 
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4. Protein nach Anspruch 1 Oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dali vier Oder mehr oberflachenexponierte Beta-Strange mutagenisiert sind. 

5. Protein nach einem oder mehreren der vorhergehenden AnsprClche, 
dadurch gekennzeichnet. 

dali mindestens zwei Beta-Strflnge in mindestens zwei Beta-Faltbiattem 
mutagenisiert sind. 

6. Protein nach einenn oder mehreren der vorhergehenden AnsprQche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dali drei Beta-StrSnge in zwei antiparallelen Beta-Faltbiattern mutagenisiert 
sind. 

7. Protein nach einem oder mehreren der vorhergehenden AnsprQche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dali es ein Kristallin aus WIrbeltieren. Nagem, Vogein oder Fischen ist. 

8. Protein nach einem oder mehreren der vorhergehenden AnsprQche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dali es ein Alpha-. Beta- oder Gamma-Kristallin ist. 

9. Protein nach einem oder mehreren der vorhergehenden AnsprQche, 
dadurch gekennzeichnet. 

dali es ein Gamma-ll-Kristallin-Protein ist. 

10. Protein nach einem oder mehreren der vorhergehenden AnsprQche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dali das Protein in einem Losungsmittel und/oder einem Bindungspartner 
zuganglichen Bereich des Beta-Faltblatts mutagenisiert ist. 
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1 1 . Protein nach einem Oder mehreren der vorhergehenden Ansprtlche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dali es in einer p-Faltblattstruktur einer Domane Oder einer Untereinheit des 
Proteins mutagenisiert ist. 

12. Protein nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dali es ein Gamma-ll-Kristallin ist, das durch Mutagenese einer oder mehrerer 
der AminosSuren Lys 2, Thr 4, Tyr 6, Cys 15, Glu 17, Ser 19, Arg 36 und Asp 
38 im Gamma-ll-Kristallin erhalten wurde. 

1 3. Protein nach einem oder mehreren der vorhergehenden AnsprGche. 
dadurch gekennzeichnet, 

dali das Protein im Beta-Faltblatt so mutagenisiert wurde. dali es 
antikorperahnliche Bindungseigenschaften oder eine enzymatische 
(katalytische) Aktivitat aufweist. 

14. Protein nach Anspruch 12 oder 13. 
dadurch gekennzeichnet. 

dali es Bindungsspezifitat fur Estradiol oderdessen Konjugat BSA-p-Estradiol- 
17-Hemisuccinat aufweist. 

15. Protein nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dali es Bindungsspezifitat fUr Estradiol oder dessen Konjugat BSA-p-Estradiol- 
17-Hemisuccinat aufweist mit der nachfolgenden Aminosaurensequenz: (Vgl. 
Abbildungen 8 und 10. 
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16. Protein nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet. 

dali es mit anderen Proteinen Oder Nicht-Protein-Substanzen kombiniert ist. 

17. Protein nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dali es eine verbesserte Bindungseigenschaft und/oder verbesserte 
katalytische Aktivitat und/oder verbesserte Fluroeszenzeigenschaft aufweist. 

18. DNA, die fur ein Protein nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Anspruche kodiert. 

19. RNA, die von der DNA nach Anspruch 18 abgeleitet ist. 

20. Prokaryotische oder eukaryotische Vektoren oder Zellen. enthaltend eine DNA 
Oder RNA nach Anspruch 18 oder 19 oder Telle hiervon. die fur funktlonelle 
Bereiche des Proteins kodleren. 

21. Verfahren zur Herstellung eines Proteins nach einem oder mehreren der 
vorhergehenden Anspruche mit den nachfolgenden Schritten: 

a. Mutagenese der fur ein Protein mit Beta-Faltblatt-Stmktur kodierenden DNA. 
in solchen Bereichen. die fCir mindestens zwei oberfiachenexponierte Beta- 
Strange eines oberfiachenexponierten Beta-Faltblatts kodleren, 

b. Expression der in Schritt (a) erhaltenen Mutanten in einem geeigneten 
Expresslonssystem; und 

c. Selektion und Isolierung von Mutanten mit den gewCinschten 
Bindungseigenschaften und/oder der gewunschten katalytischen Aktivitat; 
wahlweise 
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d. Expression sowie Aufreinigung der im Beta-Faltblatt mutierten Proteine. 



22. Verfahren nach Anspruch 21 , 
dadurch gekennzeichnet, 

da(i die Mutagenese eine Mutagenese spezifischer AminosSurepositionen 
(Ortspezifische Mutagenese) oder nichtspezifischer Aminosaurepositionen 
(Randommutagenese) im Beta-Faltblatt umfalit. 

23. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden AnsprQche, 
dadurch gekennzeichnet. 

dafi die Mutanten im Schritt b) in pro- oder eukaryontischen Zellen, im 
zellfreien System als Komplex mit Ribosomen oder auf der Oberfiache von 
pflanzlichen oder tierischen Zellen, Hefezellen oder Phagen, Viren oder 
Bakterien exprimiert werden. 

24. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dali zur Selektion von Mutanten mit den gewunschten Bindungseigenschaften 
diese mit dem Bindungspartner in Kontakt gebracht und solche Mutanten 
isoliert werden, die die gewunschte Bindungsaffinitat aufweisen. 



25. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden AnsprOche, 
dadurch gekennzeichnet. 

dafi zur Selektion von Mutanten mit den gewunschten katalytischen 
Eigenschaften diese mit ihrem Substrat in Kontakt gebracht und solche 
Mutanten isoliert werden, die die gewunschte katalytische Aktivitat aufweisen. 



26. 



Verwendung eines Proteins nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Anspruche in der Diagnostik und Therapie, in der Kosmetik, der Bioseparation 
und Biosensorik und der Schadstoffverringenjng. 
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Fig. 1 



GCLIE1B: Biotin- 

CGCGCGCGTCTCACAAAGATACATGCCATGACTCGCGGCCCAGCC 
GCLIE2P: P- 

CCCCATGGCCGGCTGGGCCGCGAGTCATGGCATGTATCTTTGTGAGACGCGCGCG 
GCLI3P: P- GGCCATGGGGNNKATCNNKTTTNNKGAGGACCGGGG 
GCLIB4P: P- GTGGCCCTGGAAGCCCCGGTCCTC 
GCLI5P: P- 

CTTCCAGGGCCACNNKTACNNKTGCNNKAGCGACTGCCCCAACC 
GCLI6P: P- TGCAGCCCTATTTCAGCCGC 
GCLIB7P: P- 

GATGGAGTTACAGCGGCTGAAATAGGGCTGCAGGTTGGGGCAGTCGC 
GCLI8P: p- 

TGTAACTCCATCNNKGTGNNKAGCGGCTGCTGGATGCTGTATGAG 
GCL1E9P: P- CGCCCCAACTACCAGGGTCACCAGTACTTCCTGCGGC 
GCLIE10: 

GCCGCAGGAAGTACTGGTGACCCTGGTAGTTGGGGCGCTCATACAGCATC 
GCLIA11 B: Biotin- CCATCAGCCCCATCAGCGAACTTTGCCGCAGGAAGTACTGG 



P: Phosphat. N: A/C/GH". K: T/G 



Fig. 2 



GCLIEIB 

- XXX X*X XX- 



GCLIAllB 
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GCFORNOT 



5< VXV XXX XX 



L 



GCBACKSfiBst 



Fig. 4 



GCFORNOT: 5' GAGTCATTCTGCGGCCGCATAAAAATCCATCACCCGTCTTAAAGAACC 
3' 

GCBACKSfiBst: 5' 

GCGGCCCAGCCGGCCGCTGCTGGATGCTGTATGAGCGCCCCAACTACCAGGGTCACC 
AG 3' 
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Flg.5 



E-Tag 



G3-SS 



Gamma- Kristallin 




1 



fd Gen 3 



amber Stop 



Fig, 6 



2 0,15 
I 

Ul 0,05 



Polyklonaler ELISA nach dem 3. Panning 




Gc-wr 



GCUC-1 



E-17Phagen 
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Fig. 7 



Mu 12A: 

GGCCC/\GCCGGCC ATGGGGAGGATC/VAGTTTAAAGAGGACCGGGGCTTCCAGGGCCA 
CTATTACAGTTGC/VATAGCGACTGCCCC/VACCTGCAGCCCTATTTCAGCCGCTGTAACT 
CCATCAGGGTGCTGAGCGGCTGCTGGATGCTGTATGAGCGCCCCAACTACCAG GG7"C/\ 
CC 

WT: 

GGCCC/AGCCGG CC ATGGGGAAGATCACTTTTTACGAGGACCGGGGCTTCCAGGGCCA 
CTGCTACGAGTGCAGCAGCGACTGCCCC/V\CCTGCAGCCCTATTTCAGCCGCTGTAAC 
TCCATCCGCGTGGACAGCGGCTGCTGGATGCTGTATGAGCGCCCCAACTACCAGGGC 
CACC 



Fig. 8 



Mu 12A: 

>A/\QP/\ MGRIKFKEDRGFQGHYYSCNSDCPNLQPYFSRCNSIRVLSGCWMLYERPNYQGH 
QYFLRRGDYPDYQQWMGFNDSIRSCRLIPQHTGTFRMRIYERDDFRGQMSEITDDCPSLQ 
DRFHLTEVHSLNVLEGSWVLYEMPSYRGRQYLLRPGEYRRYLDWGAMNAKVGSLRRVMD 
F\AAAGAPVPYPDPLEPRAA 



WT: 

AAQP/\ MGKITFYEDRGFQGHCYECSSDCPNLQPYFSRCNSIRVDSGCWMLYERPNYQGH 
QYFLRRGDYPDYQQWMGFNDSIRSCRLIPQHTGTFRMRIYERDDFRGQMSEITDDCPSLQ 
DRFHLTEVHSLNVLEGSWVLYEMPSYRGRQYLLRPGEYRRYLDWGAMNAKVGSLRRVMD 
^yAAAGAPVPYPDPLEPRAA 



Fig. 9 



GC 20bbackWT: 5' GGGAATTCCATATGGGGAAGATCACTTTTTACG 3* 
GC 20bback1 2A; 5' GGG/\ATTCCATATGGGGAGGATCAAGTTTAAAG 3* 
GC for 20b: 5" CGCGGATCCGAATAAA/VATCCATCACCCG 3' 
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Fig. 10 



Mu 12A-HIS: 

MGRIKFKEDRGFQGHYYSCNSDCPNLQPYFSRCNSIRVLSGCWMLYERPNYQGHQYFLR 
RGDYPDYQQWMGFNDSIRSCRLIPQHTGTFRMRIYERDDFRGQMSEITDDCPSLQDRFHL 
TEVHSLNVLEGSWVLYEMPSYRGRQYLLRPGEYRRYLDWGAMNAKVGSLRRVMDFYSDP 
A/SSS VDKLAAALEHHHHHH 

WT-HIS: 

MGKITFYEDRGFQGHCYECSSDCPNLQPYFSRCNSIRVDSGCWMLYERPNYQGHQYFLR 

RGDYPDYQQWMGFNDSIRSCRLIPQHTGTFRMRIYERDDFRGQMSEITDDCPSLQDRFHL 

TEVHSLNVLEGSWVLYEMPSYRGRQYLLRPGEYRRYLDWGAMNAKVGSLRRVMDFYSDP 
NSSSVDKLAAALEHHHHHH 



Fig. 11 
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Fig. 12 A 
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Fig. 12 B 
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Fig. 13A 
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Fig, 13B 



0.18 




240 260 280 300 320 340 

Wellenlange in nm 



ERSATZBLATT (KEGEL 26) 



wo 01/04144 



1 



PCT/EPOO/06698 



SEQUENZPROTOKOLL 

<110> Fiedler, Dr, Ulrike 

Rudolph, Prof. Dr. Ralner 

<120> Design von Beta-Faltblatt-Proteinen mit spezifischen 
Bindungseigenschaf ten 

<130> P12389 

<140> 
<141> 

<150> D£ 199 32 688.6 
<151> 1999-07-13 

<160> 22 

<170> Patentin Ver. 2,1 

<210> 1 
<211> 45 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der ktlnstlichen 
Sequenz : Oligonukleotid 

<400> 1 

cgcgcgcgtc tcacaaagat acatgccatg actcgcggcc cagcc 45 

<210> 2 

<211> 50 

<212> DNA 

<213> KUnstllche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunst lichen 
Sequenz : Oligonukleotid 

<400> 2 

gccgcaggaa gtactggtga ccctggtagt tggggcgctc atacagcatc 50 

<210> 3 
<211> 41 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der ktlnstlichen 
Sequenz :Oligonukleotid 

<400> 3 

ccatcagccc catcagcgaa ctttgccgca ggaagtactg g 41 

<210> 4 
<211> 48 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der ktlnstlichen 
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<400> 4 

gagtcattct gcggccgcat aaaaatccat cacccgtctt aaagaacc 48 

<210> 5 
<211> 59 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschrelbung der kunstllchen 
Sequenz : Ollgonukleotid 

<400> 5 

gcggcccagc cggccgctgc tggatgctgt atgagcgccc caactaccag ggtcaccag 59 

<210> 6 
<211> 55 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschrelbung der kUnstlichen 
Sequenz :011gonukleotid 

<400> 6 

catgccatga ctcgcggccc agccggccat ggggaagatc actttttacg aggac 55 

<210> 7 
<211> 26 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen 
Sequenz : Ollgonukleotid 

<400> 7 

ccatgattac gccaagcttt ggagcc 26 

<210> 8 

<211> 21 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschrelbung der kUnstlichen 
Sequenz : Ollgonukleotid 

<400> 8 

ctgaaagtgc cggtgtgttg c 21 

<210> 9 
<211> 176 
<212> DNA 
<213> Bos sp, 

<400> 9 

ggcccagccg gccatgggga ggatcaagtt taaagaggac cggggcttcc agggccacta 60 
ttacagttgc aatagcgact gccccaacct gcagccctat ttcagccgct gtaactccat 120 
cagggtgctg agcggctgct ggatgctgta tgagcgcccc aactaccagg gtcacc 176 
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<210> 10 
<211> 176 
<212> DNA 
<213> Bos sp. 

<400> 10 

ggcccagccg gccatgggga agatcacttt ttacgaggac cggggcttcc agggccactg 60 

ctacgagtgc agcagcgact gccccaacct gcagccctat ttcagccgct gtaactccat 120 

ccgcgtggac agcggctgct ggatgctgta tgagcgcccc aactaccagg gccacc 176 

<210> 11 
<211> 54 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kxinstlichen 
Sequenz :01igonukleot id 

<400> 11 

ccccatggcc ggctgggccg cgagtcatgg catgtatctt tgtgagacgc gcgcg 54 

<210> 12 
<211> 36 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen 
Sequenz :Oligonukleotid 

<400> 12 

ggccatgggg nnkatcnnkt ttnnkgagga ccgggg 36 

<210> 13 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen 
Sequenz :01igonukleotid 

<400> 13 

gtggccctgg aagccccggt cctc 24 

<210> 14 
<211> 44 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen 
Sequenz : Oligonukleotid 

<400> 14 

cttccagggc cacnnktacn nktgcnnkag cgactgcccc aacc 4 4 

<210> 15 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
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<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen 
Sequenz ; Oligonukleotid 

<400> 15 

tgcagcccta tttcagccgc 20 

<210> 16 
<211> 47 
<212> DMA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen 
Sequenz : Oligonukleotid 

<400> 16 

gatggagtta cagcggctga aatagggctg caggttgggg cagtcgc 47 

<210> 17 
<211> 45 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 

<22 0> 

<22 3> Beschreibung der kUnstlichen 
Sequenz : Oligonukleotid 

<400> 17 

tgtaactcca tcnnkgtgnn kagcggctgc tggatgctgt atgag 45 

<210> 18 
<211> 37 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen 
Sequenz : Oligonukleotid 

<400> 18 

cgccccaact accagggtca ccagtacttc ctgcggc 37 

<210> 19 

<211> 198 

<212> PRT 

<213> Bos sp. 

<400> 19 

Ala Ala Gin Pro Ala Met Gly Arg lie Lys Phe Lys Glu Asp Arg Gly 
lb 10 15 

Phe Gin Gly His Tyr Tyr Ser Cys Asn Ser Asp Cys Pro Asn Leu Gin 
20 25 30 

Pro Tyr Phe Ser Arg Cys Asn Ser lie Arg Val Leu Ser Gly Cys Trp 
35 40 45 

Met Leu Tyr Glu Arg Pro Asn Tyr Gin Gly His Gin Tyr Phe Leu Arg 
50 55 60 

Arg Gly Asp Tyr Pro Asp Tyr Gin Gin Trp Met Gly Phe Asn Asp Ser 
^5 70 75 80 
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lie Arg Ser Cys Arg Leu lie Pro Gin His Thr Gly Thr Phe Arg Met 
85 90 95 

Arg lie Tyr Glu Arg Asp Asp Phe Arg Gly Gin Met Ser Glu He Thr 
100 105 110 

Asp Asp Cys Pro Ser Leu Gin Asp Arg Phe His Leu Thr Glu Val His 
115 120 125 

Ser Leu Asn Val Leu Glu Gly Ser Trp Val Leu Tyr Glu Met Pro Ser 
130 135 140 

Tyr Arg Gly Arg Gin Tyr Leu Leu Arg Pro Gly Glu Tyr Arg Arg Tyr 
145 150 155 160 

Leu Asp Trp Gly Ala Met Asn Ala Lys Val Gly Ser Leu Arg Arg Val 
165 170 175 

Met Asp Phe Tyr Ala Ala Ala Gly Ala Pro Val Pro Tyr Pro Asp Pro 
180 185 190 

Leu Glu Pro Arg Ala Ala 
195 



<210> 20 
<211> 198 
<212> PRT 
<213> Bos sp. 

<400> 20 

Ala Ala Gin Pro Ala Met Gly Lys He Thr Phe Tyr Glu Asp Arg Gly 
15 10 15 

Phe Gin Gly His Cys Tyr Glu Cys Ser Ser Asp Cys Pro Asn Leu Gin 
20 25 30 

Pro Tyr Phe Ser Arg Cys Asn Ser He Arg Val Asp Ser Gly Cys Trp 
35 40 45 

Met Leu Tyr Glu Arg Pro Asn Tyr Gin Gly His Gin Tyr Phe Leu Arg 
50 55 60 

Arg Gly Asp Tyr Pro Asp Tyr Gin Gin Trp Met Gly Phe Asn Asp Ser 
65 70 75 80 

He Arg Ser Cys Arg Leu He Pro Gin His Thr Gly Thr Phe Arg Met 
85 90 95 

Arg He Tyr Glu Arg Asp Asp Phe Arg Gly Gin Met Ser Glu He Thr 
100 105 110 

Asp Asp Cys Pro Ser Leu Gin Asp Arg Phe His Leu Thr Glu Val His 
115 120 125 

Ser Leu Asn Val Leu Glu Gly Ser Trp Val Leu Tyr Glu Met Pro Ser 
130 135 140 

Tyr Arg Gly Arg Gin Tyr Leu Leu Arg Pro Gly Glu Tyr Arg Arg Tyr 
145 150 155 160 

Leu Asp Trp Gly Ala Met Asn Ala Lys Val Gly Ser Leu Arg Arg Val 
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165 170 175 

Met Asp Phe Tyr Ala Ala Ala Gly Ala Pro Val Pro Tyr Pro Asp Pro 
180 165 190 

Leu Glu Pro Arg Ala Ala 
195 



<210> 21 
<211> 197 
<212> PRT 
<213> Bos sp. 

<400> 21 

Met Gly Arg lie Lys Phe Lys Glu Asp Arg Gly Phe Gin Gly His Tyr 
15 10 15 

Tyr Ser Cys Asn Ser Asp Cys Pro Asn Leu Gin Pro Tyr Phe Ser Arg 
20 25 30 

Cys Asn Ser lie Arg Val Leu Ser Gly Cys Trp Met Leu Tyr Glu Arg 
35 40 45 

Pro Asn Tyr Gin Gly His Gin Tyr Phe Leu Arg Arg Gly Asp Tyr Pro 
50 55 60 

Asp Tyr Gin Gin Trp Met Gly Phe Asn Asp Ser lie Arg Ser Cys Arg 
65 70 75 80 

Leu lie Pro Gin His Thr Gly Thr Phe Arg Met Arg lie Tyr Glu Arg 
85 90 95 

Asp Asp Phe Arg Gly Gin Met Ser Glu lie Thr Asp Asp Cys Pro Ser 
100 105 110 

Leu Gin Asp Arg Phe His Leu Thr Glu Val His Ser Leu Asn Val Leu 
115 120 125 

Glu Gly Ser Trp Val Leu Tyr Glu Met Pro Ser Tyr Arg Gly Arg Gin 
130 135 140 

Tyr Leu Leu Arg Pro Gly Glu Tyr Arg Arg Tyr Leu Asp Trp Gly Ala 
145 150 155 160 

Met Asn Ala Lys Val Gly Ser Leu Arg Arg Val Met Asp Phe Tyr Ser 
165 170 175 

Asp Pro Asn Ser Ser Ser Val Asp Lys Leu Ala Ala Ala Leu Glu His 
180 185 190 

His His His His His 
195 



<210> 22 
<211> 197 
<212> PRT 
<213> Bos sp. 

<400> 22 

Met Gly Lys lie Thr Phe Tyr Glu Asp Arg Gly Phe Gin Gly His Cys 



ERSATZBLATT (KEGEL 26) 



wo 01/04144 PCT/EPOO/06698 

7 

15 10 15 

Tyr Glu Cys Ser Ser Asp Cys Pro Asn Leu Gin Pro Tyr Phe Ser Arg 
20 25 30 

Cys Asn Ser lie Arg Val Asp Ser Gly Cys Trp Met Leu Tyr Glu Arg 
35 40 45 

Pro Asn Tyr Gin Gly His Gin Tyr Phe Leu Arg Arg Gly Asp Tyr Pro 
50 55 60 

Asp Tyr Gin Gin Trp Met Gly Phe Asn Asp Ser lie Arg Ser Cys Arg 
65 70 75 80 

Leu lie Pro Gin His Thr Gly Thr Phe Arg Met Arg lie Tyr Glu Arg 
85 90 95 

Asp Asp Phe Arg Gly Gin Met Ser Glu lie Thr Asp Asp Cys Pro Ser 
100 105 110 

Leu Gin Asp Arg Phe His Leu Thr Glu Val His Ser Leu Asn Val Leu 
115 120 125 

Glu Gly Ser Trp Val Leu Tyr Glu Met Pro Ser Tyr Arg Gly Arg Gin 
130 135 140 

Tyr Leu Leu Arg Pro Gly Glu Tyr Arg Arg Tyr Leu Asp Trp Gly Ala 
145 150 155 160 

Met Asn Ala Lys Val Gly Ser Leu Arg Arg Val Met Asp Phe Tyr Ser 
165 170 175 

Asp Pro Asn Ser Ser Ser Val Asp Lys Leu Ala Ala Ala Leu Glu His 
180 185 190 

His His His His His 
195 
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